










Tag der mündlichen Prüfung:
Funktionale Charakterisierung der Kinase-Aktivität
des Transkriptionskoaktivators TAFII250
in Drosophila melanogaster
Gutachter: PD Dr. Frank Sauer
Zentrum für Molekulare Biologie der Universität Heidelberg
Prof. Dr. Dr. h. c. Konrad Beyreuther
Zentrum für Molekulare Biologie der Universität Heidelberg
Zunächst danke ich PD Dr. F. Sauer für die Bereitstellung des interessanten Themas und für
die Unterstützung während der Durchführung des Projekts.
An zweiter Stelle möchte ich mich bei meinen Mitstreitern Christian Beisel, Jochen
Bogin und Thorsten Belz bedanken, die mir in den letzten vier Jahren mit Rat und Tat zur
Seite standen und ohne deren moralische Unterstützung ich manche Situation vermutlich
nicht gemeistert hätte. Besonders vermissen werde ich ihren Humor und möchte diese
Gelegenheit nutzen, mich für die vielen lustigen Augenblicke, wie die Wasserschlachten, die
Freßorgien und kabarettistischen Einlagen, bei ihnen zu bedanken, an die ich mich auch in
Zukunft noch gerne zurückerinnern werde.
Mein besonderer Dank gilt Christian, dessen Geduld ich so manches mal einer harten
Probe unterzogen habe, der mich aber dennoch stets unterstützt und mir Mut zugesprochen
hat.
Einwände gegen neue Gedanken durchlaufen im allgemeinen drei Stadien: von „Das ist nicht
wahr“ über „Ja, es könnte wahr sein, aber es ist nicht wichtig“ bis hin zu „Es ist wahr und
auch wichtig, aber es ist nicht neu – das wußten wir schon immer“.
Unpopuläre Weisheit





1.1. Regulation der Transkription in Eukaryonten 3
1.2. Struktur und Funktion des Chromatins 5
1.3. Posttranslationale Modifizierungen der Core-Histone üben bei der Regulation der
Transkription eine Schlüsselfunktion aus 6
1.4. Posttranslationale Modifizierungen der Core-Histone und der "Histon-Kode" 8
1.4.1. Acetylierung 9
1.4.2. Methylierung 10
1.4.3. Poly - und Monoubiquitinierung 11
1.4.4. Phosphorylierung 12
1.5. Transkription wird durch die synergistischen Aktivitäten DNA-bindender
Transkriptionsfaktoren und Histon-modifizierender Proteine reguliert 15
1.6. Nichtkovalente Modifizierung der Chromatinstruktur durch Chromatin-
Remodeling" Komplexe 16
1.7. Initiation der Transkription im Kontext des eukaryontischen Chromatins 18
1.8. Der Koaktivator TFIID 18
1.9. Struktur und Funktion des Koaktivators TAFII250 21
1.9.1. Enzymatische Aktivitäten von TAFII250 23
1.10. Zentrale Fagestellung dieser Arbeit. 26
1.11. Ziel dieser Arbeit 27
2. Ergebnisse 29
2.1. In vitro Phospho-Kinase-Assays zur Charakterisierung der Kinase-Aktivität von
TAFII250. 29
2.1.1. Phosphorylierung der Histone H3 und H2B durch HTAFII250 und
DTAFII250 30
2.1.2. Phosphorylierung der NH2-terminalen Sequenz von H2B durch
HTAFII250 und DTAFII250 32
2.1.3. Die phosphorylierung des Histon H2B-Peptids duch HTAFII250 und
DTAFII250 ist Serin-spezifisch 35
2.1.4. Die Phosphorylierung des Histon H2B-Peptids erfolgt an Serin-Rest 33 37
2.1.5. Serin 33 befindet sich innerhalb eines hochkonservierten
Phosphorylierungsmotivs und interagiert mit der nukleosomalen DNA 39
2.1.6. Die Phosphorylierung des Histons H2B wird von der COOH-terminalen
Kinase-Domäne (CTK) von DTAFII250 vermittelt 41
2.1.7. In vitro Kinase-Assays mit Sf9-exprimierten GST-FLAG-DTAFII250-
Fusionsproteinen 45
2.1.7.1. Kinase-Aktivitäten der GST-FLAG-DTAFII250-Fusionsproteine 48
2.1.7.2. Kinase-Aktivität der CTK CT1500 52
Inhaltsverzeichnis
2.1.8. In vitro Kinase-Assays mit Sf9-exprimierten His-DTAFII250-
Fusionsproteinen 57
2.1.8.1. Kinase-Aktivitäten der nativ gereinigten His-DTAFII250-
Fusionsproteine 59
2.1.8.2. Kinase-Aktivitäten der renaturierten His-DTAFII250-
Fusionsproteine 65
2.2. Anwendung bioinformatischr Methoden zur Charakterisierung der Kinase-
Aktivität von DTAFII250 69
2.2.1. Signaturpattern eukaryontischer Protein-Kinasen 70
2.2.2. Potentielle ATP-bindende Subdomänen des DTAFII250-Proteins 71
2.2.3. Potentielle Substrat-bindende, katalytisch-aktive Subdomänen
des DTAFII250 Proteins 75
2.2.4. Weitere Domänen innerhalb der DTAFII250-CT1500-Aminosäuresequenz 79
2.3. Histon H2B-Phosphoserin-33-Antikörper 80
2.3.1. Die gereinigten a-H2B-Phosphoserin-33-Antikörper erkennen in vitro
phosphoryliertes Histon H2B 81
2.4. Einfluß der DTAFII250-Mutationen 1984 und 3040 auf die Ttranskription des
DTAFII250-Zielgens snail in vivo 83
2.4.1. Expression des DTAFII250-abhängigen Dl-Zielgens snail in
dl1/+;TAFII2501984 und dl1/+;TAFII2503040 Embryonen 84
3. Diskussion 86
3.1. Der Koaktivator TAFII250 ist eine Histon-Kinase 87
3.1.1. Histone bilden Substrate der TAFII250-Kinase in vitro 87
3.1.2. Mögliche Funktionen der TAFII250-vermittelten
Histonphosphorylierung in vivo 89
3.1.2. Die Histon-Kinase aktive Domänen des Koaktivators DTAFII250 ist im
COOH-Terminus lokalisiert 93
3.2. TAFII250 ist eine atypische Serin/Threonin-Kinase 94
3.2.1. ATP-bindende Subdomänen 96
3.2.2. Substrat-bindende Subdomänen 99
3.2.3. DTAFII250 ist nicht die einzige "atypische" Kinase und repräsentiert
gemeinsam mit anderen Bromodomäne-Kinasen eine neue Klasse
eukaryotischer Proteinkinasen 101
3.3. Effekte der CTK-Deletionsmutanten TAFII2501984 und TAFII2503194 auf die
DL-abhängige Transkription im Drosophila-Embryo und mögliche Funktionen
der CTK in vivo 103




4.1.3. Chemikalien, Enzyme, Proteine, Molekulargewichtsmarker 112
4.1.4. Antikörper und Affinitätsmatrizen 113





4.1.8.1. Oligonukleotide für die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 114




4.1.9.3. Konstrukte für die Expression GST- und Poly-His-Epitop-
markierter Fusionsproteine in E. coli 121
4.1.9.4. Für die Expression GST-FLAG- und Poly-His-Epitop-markierter
Fusionsproteine in Sf9-Zellkultur hergestellte Vektoren 122
4.1.9.5. Konstrukte für die Expression von Epitop-markierten
Fusionsproteinen in Sf9-Zellkultur 123
4.1.9.6. Konstrukte für die Expression rekombinanter Histone in E. coli 125
4.1.9.7. Konstrukte für die Herstellung DIG-markierter cDNA-
Fragmente für die in situ Hybridisierung 126
4.1.10. Baculoviren für die Expression Epitop-markierter
Fusionproteine in Sf9-Zellkultur 126
4.1.11. Peptide 126
4.1.11.1. Peptide für in vitro Phospho-Kinase-Assays 126
4.1.11.2. Peptide zur Herstellung und Reinigung von polyklonalen
a-H2B-Phosphoserin-33-spezifischen Antikörpern 127
4.1.12. Medien, Puffer und Stammlösungen 127
4.1.12.1. Antibiotika 127
4.1.12.2. Medien, Lösungen zur Herstellung kompetenter E. coli 128
4.1.12.3. Lösungen für SDS-PAGE 128
4.1.12.3. Lösungen für die Coomassie-Färbung 129
4.1.12.4. Lösungen für die Silberfärbung von Proteingelen 129
4.1.12.5. Lösungen für Western Blot 125
4.1.12.6. Häufig verwendete Stammlösungen/Puffer 130
4.2. Molekularbiologische Standardmethoden zur Analyse und Manipulation
von DNA 130
4.2.1. Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA-Lösungen 130
4.2.2. Restriktionsverdau von DNA 131
4.2.3. Agarosegelelektrophorese 131
4.2.4. Isolierung von DNA-Fragmenten aus dem Agarosegel 131
4.2.5. Ethanol-Präzipitation 131
4.2.6. Dephosphorylierung linearisierter Plasmide 132
4.2.7. Auffüllen von 5'-überhängenden DNA-Enden mittels Klenow-Enzym 132
4.2.8. Ligation von DNA-Fragmenten 132
4.2.9. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 133
4.2.10. Herstellung kompetenter E.coli-Bakterien mit CaCl2 133
4.2.11. Transformation CaCl2-kompetenter E.coli-Bakterien 133
4.2.12. Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli-Bakterien 134
4.2.12.1. Isolierung von Plasmid-DNA (Miniprep) 134
Inhaltsverzeichnis
4.2.12.2. Isolierung von Plasmid-DNA im präparativen
Maßstab (Maxiprep) 134
4.3. Molekularbiologische Standardmethoden zur Analyse von Proteinen 135
4.3.1. Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 135
4.3.2. Coomassie-Färbung von SDS-PAGE Proteingelen 135
4.3.3. Silberfärbung von Proteingelen 135
4.3.4. Immunologischer Nachweis gelelektrophoretisch aufgetrennter
Proteine (Western-Blot) 136
4.3.5. Konzentrationsbestimmung von Proteinen 137
4.3.6. TCA-Präzipitation von Proteinen 137
4.4. Expression und Reinigung rekombinanter Proteine in bzw. aus E. coli 137
4.4.1. Poly-Histidin (His)-markierte Proteine 138
4.4.2. GST-markierte Proteine 138
4.4.3. Rekombinante Histone aus Xenopus laevis 139
4.5. Expression und Reinigung rekombinanter Proteine in bzw. aus Sf9-Zellen 140
4.5.1. Amplifikation und Reamplifikation rekombinanter Baculoviren 140
4.5.2. Proteinexpression in Sf9-Zellen 140
4.5.3. Reinigung der HA-markierten Proteine aus Sf9-Zellen 141
4.5.4. Reinigung der GST-FLAG-markierten Proteine aus Sf9-Zellen 141
4.5.5. Reinigung der His-markierten Proteine aus Sf9-Zellen unter nativen
Bedingungen 142
4.5.5.1. Reinigung über Source Q 142
4.5.5.2. Reinigung über Superdex200 142
4.5.6. Reinigung der His-markierten Proteine aus Sf9-Zellen unter
denaturierenden Bedingungen 143
4.5.7. Renaturierung der denaturierend gereinigten His-Fusionsproteine 143
4.6. Herstellung und Reinigung polyklonaler Histon-H2B-Phosphoserin-33-
spezifischer Antikörper 143
4.7. In vitro Kinase-Assay 144
4.8. “In-gel"Kinase-Assay 145
4.9. Methoden zur Haltung und Kreuzung von Drosophila 145
4.9.1. Zubereitung von Fliegenfutter 145
4.9.2. Zubereitung von Apfelsaft-Agarplatten 145
4.9.3. Haltung und Anzucht von Drosophila 145
4.9.4. Sortieren von Fliegen 146
4.9.5. Ansetzen von Kreuzungen 146
4.9.6. Sammeln von Embryonen 146
4.9.7. Fixierung der Embryonen 146
4.10. In situ-Hybridisierung von Drosophila-Embryonen mit Digoxigenin-markierten
DNA-Fragmenten 147
4.10.1. Markierung von DNA mit dUTP-Digoxigenin 147










a "Anti" im Bezug auf Antikörper









camR Gen für das Enzym Chloramphenicoltransferase
cDNA "complementary DNA", komplementäre DNA

























lacZ Gen für das E.coli Enzym b-Galaktosidase






















NP 40 Nonidet® P40
OD Optische Dichte
p Plasmid
PBS Phosphat gepufferte Salzlösung









Sf9 Spodoptera frugiperda Zellinie 9
SV Säulenvolumen
Tab. Tabelle
TBE Tris-gepufferte Salzlösung mit EDTA-Zusatz
TBS Tris-gepufferte Salzlösung
TBST Tris-gepufferte Salzlösung mit Tween® 20-Zusatz
TEMED N, N, N', N'-Triethylmethylethylendiamin
Tet Tetracyclin
tetR Tetrazyklin-Resistenz-Gen
Tetradifon 2, 4, 4', 5-Tetrachlordiphenylsulfon
TM3 „Third Multiple 3“ “




UAS „Upstream Activation Sequence“
üN über Nacht








Vor nahezu 40 Jahren gelang es François Jacob und Jaques Monod durch genetische
Untersuchungen zur Regulation des Lac-Operons in Escherichia coli erste Hinweise darauf zu
erhalten, daß Gene durch die gegensätzlichen Aktivitäten von Transkriptionsaktivatoren und
Transkriptionsrepressoren kontrolliert werden (Jacob und Monod, 1961). Obwohl eukaryo-
tische Gene in komplexen Strukturen, dem Chromatin vorliegen, werden auch sie im
wesentlichen durch die Aktivitäten solcher Faktoren reguliert. Im Gegensatz zu prokary-
otischen Organismen ist für eine regulierte Transkription der meisten eukaryotischen Gene
jedoch eine Vielzahl verschiedener Faktoren erforderlich. Einige dieser Faktoren sind
Enzyme, deren Aktivität die Chromatinstruktur verändert und somit die chromosomale DNA
für regulatorische Faktoren zugänglich macht. Obwohl die Regulation der Transkription der
Gene vielzelliger Organismen prinzipiell auf den selben Mechanismen beruht, wie sie bei
Prokaryoten zu finden sind, so ist sie aufgrund der Organisation der eukaryotischen DNA in
Chromosomen doch um vieles komplexer und findet auf zwei Ebenen statt: zum einen auf der
Ebene des Chromatins, zum anderen auf der Ebene der Transkriptionsinitiation an der DNA
(Lemon und Tjian, 2000; Lee und Young, 2000; Näär et al., 2001).
1.1. Regulation der Transkription in Eukaryoten
Drei Komponenten sind an dem Prozess der Transkriptionsinitiation beteiligt: das Gen, die
generelle RNA-Polymerase II Transkriptionsmaschinerie (GTM) und die Transkriptions-
faktoren (Abb.1.1) (Conaway und Conaway, 1993; Lemon und Tjian, 2000; Lee und Young,
2000). Das eukaryotische Gen setzt sich aus cis-regulatorischen Regionen („Enhancer“ oder
„Silencer“), dem Promotor und der Protein-codierenden Sequenz zusammen. Die zweite
Komponente, die GTM, ist ein Multiproteinkomplex, der sich aus der RNA-Polymerase II,
mindestens sechs sogenannten generellen Transkriptionsfaktoren (GTFn: TFIIA, -B, -D, -E, -
F, und -H) und assoziierten Koaktivator-Komplexen zusammensetzt (Hampsey, 1998;
Hampsey und Reinberg, 1999; Lemon und Tjian, 2000; Lee und Young, 2000; Näär et al.,
2001). Die dritte Komponente sind die sogenannten Transkriptionsfaktoren, die durch eine
DNA-bindende Domäne und Transkriptions-regulierende Domäne(n) charakterisiert sind
(Ptashne, 1988; Mitchell und Tjian, 1989). Die RNA-Polymerase II selbst kann weder an
DNA binden, noch mit der Transkription eines Zielgens beginnen. Nur im Komplex mit den
Einleitung
4
GTFn erkennt und bindet sie den Zielgenpromotor (Roeder, 1996; Woychik und Hampsey,
2002).
Ein Modell zur Transkriptionsaktivierung postuliert, daß im ersten Schritt Transkrip-
tionsfaktoren an spezifische DNA-Sequenzen im Enhancer ihrer Zielgene binden. Nach-
folgend kontaktieren die Transkriptionsfaktoren über spezifische Aktivierungsdomänen eine
oder mehrere Komponenten der GTM und/oder Kofaktoren (Ptashne und Gann, 1997; Struhl,
1999; Lemon und Tjian, 2000; Näär et al., 2001). Die Interaktionen zwischen Enhancer-
gebundenen Transkriptionsfaktoren und der GTM stabilisieren vermutlich die Bindung der
GTM an den Promotor des Zielgens und bewirken somit eine Steigerung der Transkriptions-
initiationsrate des Zielgens (Tjian und Maniatis, 1994; Roeder, 1996; Ptashne und Gann,
1997). Die eigentliche Initiation der Transkription erfolgt dann durch die enzymatische
Modifizierung einer oder mehrerer Untereinheiten der RNA Polymerase II durch mindestens
einen der GTFn. Einer dieser Faktoren ist TFIIH, der die COOH-terminale Domäne (CTD)
der RNA-Polymerase II phosphoryliert, woraufhin die RNA-Polymerase II mit der Trans-
kription beginnt (Roeder, 1996).
Abb. 1.1. Modell zur Regulation der TFIID-abhängigen Transkription
in Eukaryoten. Für nähere Erläuterungen siehe Kapitel 1.1.
Um die Transkription ihrer Zielgene zu regulieren, müssen die Transkriptionsfaktoren
an die DNA, ihren Wirkort, gelangen. Da die DNA in den Kernen eukaryotischer Zellen nicht
"nackt" vorliegt, sondern in einer hoch organisierten und kompakten DNA-Protein-Struktur,
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die als Chromatin bezeichnet wird, kann die Zugänglichkeit der DNA für die Transkriptions-
faktoren und für die GTM beeinträchtigt sein. Um die Transkription ihrer Zielgene zu
initiieren, müssen Transkriptionsaktivatoren demnach zuerst die reprimierende Struktur des
Chromatins überwinden (Narlikar et al., 2002; Orphanides und Reinberg, 2002).
1.2. Struktur und Funktion des Chromatins
Den Grundbaustein des Chromatins bildet das Nukleosom (Abb.1.2, A  und B). Jedes
Nukleosom ist eine strukturelle Einheit aus je zwei Molekülen der vier Histonproteine H2A,
H2B, H3 und H4 und einem 147 bp langen Abschnitt der DNA (Kornberg, 1974; Luger et al.,
1997a; Hansen, 2002). Die nukleosomale DNA ist in zwei superhelicalen Windungen um ein
Oktamer der Histone H2A, H2B, H3 und H4 gewunden, welches sich aus jeweils zwei
H2A/H2B-Dimeren und einem H3/H4-Tetramer zusammensetzt (Grunstein, 1990; Luger et
al., 1997a; Luger und Richmond, 1998a und 1998b). Den Komplex aus Histon-Oktamer und
DNA bezeichnet man auch als "Nukleosom-Core-Partikel", die Histone H2A, H2B, H3 und
H4 dementsprechend als "Core-Histone" (Hansen, 2002). Neben den vier Core-Histonen sind
im Chromatin vielzelliger Organismen Nichthistonproteine und sogenannte "Linker-Histone",
wie die Histone H1 und H5, zu finden (van Holde, 1988; Wolffe, 1998; Hansen, 2002).
Linker-Histone unterscheiden sich in ihrer Sequenz deutlich von den Core-Histonen und
zeigen im Vergleich zu den Core-Histonen geringe evolutionäre Konservierung (Baxevanis et
al., 1995; Lee und Young, 2000; Horn und Peterson, 2002). Ein charakteristisches
Strukturmerkmal der Linker-Histone ist ihre globuläre Domäne, die von einer kurzen NH2-
terminalen und einer langen COOH-teminalen Sequenz flankiert wird (van Holde, 1988;
Wolffe, 1998; Hansen, 2002). Durch die globuläre Domäne wird zum einen die Bindung der
Linker-Histone an das Nukleosom-Core-Partikel vermittelt und so die Bindung der nukleo-
somalen DNA an das Nukleosom stabilisiert (Simpson, 1978; van Holde, 1988). Zum anderen
kann die globuläre Domäne eines Linker-Histons mit den globulären Domänen anderer
Linker-Histone wechselwirken und so zur Formation und Stabilisierung der kondensierten
Struktur des Chromatins beitragen, wie sie in den Kernen eukaryotischer Zellen zu finden ist
(Carter und van Holde, 1998; Hansen, 2002).
Im Genom sind tausende von Nukleosomen in linearer Abfolge entlang der DNA-
Helix organisiert, wobei benachbarte Nukleosomen durch 10 - 60 bp lange DNA-Abschnitte,
der "Linker-DNA", voneinander getrennt sind (Grunstein, 1990; Horn und Peterson, 2002).
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Diese perlschnurartige Anordnung der einzelnen Nukleosomen wird als 10 nm-Faser
bezeichnetet und stellt die Grundlage für die Bildung verschieden stark kondensierter Formen
des Chromatins dar, der sogenannten "Higher-Order-Strukturen", beginnend mit einer
Struktur die einen Durchmesser von 30 nm aufweist (30 nm-Faser), über eine 100 - 300 nm
breite Struktur (100 nm-Faser) bis hin zum Chromosom (Hansen, 2002; Horn und Peterson,
2002). Der Grad der Kondensation von Chromosomenabschnitten ist unter dem Mikroskop
sichtbar, weshalb das Chromatin schon früh in das stark kondensierte Heterochromatin, und
das vergleichsweise dekondensierte Euchromatin, indem sich die meisten aktiven Gene
befinden, unterteilt wurde (Orphanides und Reinberg, 2002). Über die Mechanismen, die zur
Bildung von Higher-Order-Strukturen beitragen, ist derzeit wenig bekannt. Doch während
Chromatin lange Zeit lediglich als statisches Strukturelement betrachtet wurde, ist heutzutage
klar, daß die kleinsten Grundbausteine des Chromatins, die Histone, eine wesentliche
Funktion bei der dynamischen Veränderung der Chromatinstruktur einnehmen und somit zur
Regulation nuklearer Prozesse, wie der Transkription, Replikation, Rekombination und der
DNA-Reparatur beitragen (Fletscher und Hansen, 1995; Widom, 1998; Wolffe, 1998;
Hansen, 2002).
Abb. 1.2. A: Chromatin. Schematische Darstellung verschiedener Stadien der Chromatinkondensation. B:
Aufbau eines Nukleosoms. Das Nukleosom ist in einer Perspektive entlang der DNA-Doppelhelix dargestellt.
Die globulären Domänen der Core-Histone sind Grau schattiert. H2AN: NH2-Termini des Core-Histons H2A;
H2AC: COOH-Termini des Core-Histons H2A. Die Darstellungen wurden einer Veröffentlichung von J. C.
Hansen (Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 2002 31, 361-392) entnommen.
1.3. Posttranslationale Modifizierungen von Histonen üben bei der Regulation der
Transkription eine Schlüsselfunktion aus
Core-Histone sind kleine positiv geladene (basische) Proteine, die phylogenetisch hoch
konserviert sind (Grunstein, 1990). Zu den am stärksten konservierten Histonen gehören die
Histone H3 und H4, deutlich weniger konserviert sind die Histone H2A und H2B (Wolffe,
Einleitung
7
1998). Jedes der vier Core-Histone besteht aus einer globulären Domäne, die Histon/Histon-
und Histon/DNA-Interaktionen innerhalb eines Nukleosoms vermittelt und einer NH2-
terminalen Sequenz, die vermutlich frei beweglich ist und sich außerhalb der nukleosomalen
Struktur befindet (Bohm und Crane-Robinson, 1984; Arents et al., 1991; Luger et al., 1997a;
Suto et al., 2000). Durch proteolytischen Verdau der NH2-Termini der Core-Histone konnte
gezeigt werden, daß sie weniger zur Stabilität des einzelnen Nukleosoms beitragen, als
vielmehr zur Kondensation des Chromatins erforderlich sind (Whitlock und Simpson, 1977;
Ausio et al., 1989; Fletcher und Hansen, 1995; Carruthers et al., 1998; Mutskov, 1998; Lee
und Hayes, 1997; Hansen, 2002). Mit Hilfe von "Crosslinking" Experimenten wurden
Interaktionen der NH2-terminalen Sequenzen mit der extranukleosomalen Linker-DNA
nachgewiesen (Pruss und Wolffe, 1993; Angelov et al., 2001). Außerdem scheinen sie
benachbarte Nukleosomen und Chromatin-assoziierte Proteine zu kontaktieren und so zur
Formation des kondensierten Chromatins beizutragen (Luger et al., 1997a; Hansen, 2002).
Indem die NH2-Termini der Core-Histone zur Formation des Chromatins beitragen
und so die Zugänglichkeit der chromosomalen DNA für Transkriptionsfaktoren und die GTM
bestimmen, nehmen sie eine Schlüsselfunktion bei der Regulation der Transkription ein
(Widom, 1998; Wolffe, 1998). So haben beispielsweise Untersuchungen an rekonstituierten
Nukleosomen ergeben, daß die Transkription eines p300/CBP ("CREB-binding-protein")-
abhängigen Gens, auch in der Abwesenheit des Transkriptionskoaktivators p300/CBP
stattfindet, wenn für die Rekonstitution der Nukleosomen Histone verwendet wurden, die
keine NH2-terminalen Sequenzen aufweisen (Georges et al., 2002). Für eine Initiation der
Transkription an intakten Nukleosomen hingegen war die Histonacetyltransferase (HAT)-
Aktivität des Koaktivators erforderlich. Bereits in früheren Untersuchungen wurde gezeigt,
daß p300/CBP als Transkriptionskoaktivator agiert, indem es spezifische Lysin-Reste in den
NH2-Termini der vier Core-Histone modifiziert, welche Mechanismen der p300/CBP-
abhängigen Transkriptionsaktivierung zugrunde liegen war jedoch unbekannt (Bannister und
Kouzarides, 1996; Ogryzko et al., 1996; Korzus et al., 1998; Martinez-Balbas et al., 1998).
Anfangs wurde vermutet, daß die HAT-vermittelte Aktivierung der Transkription auf der
Neutralisieung der positiven Ladung spezifischer Lysin-Reste durch die Übertragung einer
Acetylgruppe beruht, wodurch Interaktionen zwischen den NH2-terminalen Sequenzen der
Core-Histone und den regulatorischen DNA-Sequenzen aufgehoben werden könnten (Hong et
al., 1993). Nachfolgend sollten die freigesetzten DNA-Sequenzen von den entsprechenden
Transkriptionsaktivatoren erkannt, und die Transkription durch Rekrutierung der GTM
initiiert werden. Mittlerweile hat es sich als wahrscheinlicher erwiesen, daß diese
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Modifizierungen zum einen die Interaktionen einzelner Nukleosomen untereinander aufheben
und so eine lokalen Auflockerung der Chromatinstruktur bewirken (Hebbes et al., 1988 und
1994; Horn und Peterson, 2002). Zum anderen wurde die "Histon-Code"-Hypothese auf-
gestellt, die besagt, daß diese Modifizierungen eine Art Code darstellen und als Erkennungs-
sequenzen für andere Nichthistonproteine und/oder Protein-Komplexe dienen, die Transkrip-
tion regulieren (Turner, 1993 und 2002; Strahl und Allis, 2000; Jenuwein und Allis, 2001;
Horn und Peterson, 2002).
1.4. Posttranslationale Modifizierungen der Core-Histone und der "Histon-Code"
Obwohl bis heute nicht vollständig geklärt werden konnte, welche molekularen Mechanismen
der Regulation der Transkription im Kontext des Chromatins zugrunde liegen, sprechen
zahlreiche Untersuchungen dafür, daß die posttranslationalen Modifizierungen definierter
Aminosäure-Seitenketten innerhalb der NH2-terminalen Sequenzen der Core-Histone hierbei
eine wichtige Funktion einnehmen (Turner, 1993 und 2002; Strahl und Allis, 2000; Jenuwein
und Allis, 2001; Horn und Peterson, 2002). Die modifizierten NH2-Termini bilden vermutlich
eine Art Plattform für nukleare Faktoren, deren Aktivitäten verschiedene nukleare Prozesse
einleiten (Histon-Code-Hypothese). Zu den häufigsten Modifizierungen gehören neben der
Acetylierung spezifischer Lysin-Reste, die Methylierung einzelner Lysin- oder Arginin-
Seitenketten, die Ubiquitinierung von Lysin-Resten, sowie die Phosphorylierung bestimmter
Serin- und Threonin-Reste (Abb.1.3).




Core-Histone. Mit einem (+)
gekennzeichnete Modifizierungen
sind vermutlich an der Aktivierung
der Transkription beteiligt, Modifi-
kaktionen, die mit einem (-) gekenn-
zeichnet sind hingegen an der Re-
pression der Transkription. Das
Schema wurde einer Veröffent-
lichung von Y. Zhang und D. Rein-





Die reversible Acetylierung ist die derzeit am besten charakterisierte HistonModifizierung
(Kuo und Allis, 1998; Marmorstein und Roth, 2001; Eberharter und Becker, 2002). Erste
Hinweise darauf, daß einige Transkriptionsfaktoren die Transkription ihrer Zielgene
aktivieren, indem sie als Histonacetyltransferasen (HATn) agieren, ergaben sich aus Unter-
suchungen der GCN5-aktivierten Transkription in Saccharomyces cerevisiae. Während eine
Aktivierung der Transkription durch den Kofaktor GCN5 mit einer starken Acetylierung des
Chromatins in Bereichen GCN5-abhängiger Promotoren einherging, konnten weder eine
aktivierte Transkription, noch eine Acetylierung der Histone in Promotorregionen beobachtet
werden, wenn eine HAT-inaktive Form des GCN5-Proteins verwendet wurde (Brownell et
al., 1996). Diese Verknüpfung von Hyperacetylierung und transkriptioneller Aktivität konnte
mittlerweile durch die Identifizierung einer Vielzahl an Transkriptionsfaktoren und Koaktiva-
toren mit HAT-Aktivität, wie p300/CBP und TAFII250, bestätigt werden (Bannister und
Kouzarides, 1996; Mizzen et al., 1996; Lee und Young, 2000). Des weiteren wurde gezeigt,
daß hyperacetylierte Bereiche des Chromatins eine erhöhte Zugänglichkeit der Chromatin-
DNA aufweisen (Hebbes et al., 1988 und 1994). Während HATn durch die
Hyperacetylierung von Histonen demnach die Zugänglichkeit der Chromatin-DNA erhöhen
und so zu einer Aktivierung der Transkription beitragen, wird durch die Aktivität von
Histondeacetylasen (HDACn) Repression vermittelt (Taunton et al., 1996; Lee und Young,
2000). Dies konnte durch die Beobachtung, daß zahlreiche Transkriptionsrepressoren wie
RPD3 und SIN3 als HDACn wirken, bestätigt werden (Struhl, 1998; Roth et al., 2001). Am
Beispiel des Koak-tivators GCN5 wurde zudem gezeigt, daß viele der als HATn und HDACn
identifizierten Faktoren in vivo in Multiproteinkomplexen vorliegen (Rundlett et al., 1996;
Grant et al., 1997). So wurde GCN5 sowohl als eine Komponente des SAGA- als auch des
ADA-Komplexes identifiziert (Grant et al., 1997; Eberharter et al., 1999). Als weiteres
Beispiel läßt sich der HAT-aktive Koaktivator TAFII250 nennen. TAFII250 bildet die zentrale
Untereinheit der beiden Multiproteinkomplexe TFIID und TFTC ("TBP-free TAF-containing
complex") (Wieczorek et al., 1998).
In zahlreichen Untersuchungen konnte eine aktivierte bzw. reprimierte Transkription
auf die direkte Rekrutierung von HATn und HDACn, sowie verschiedener HAT- und HDAC-
Komplexe an die Promotorregionen spezifischer Zielgene durch Enhancer/Silencer-gebun-
dene Transkriptionsfaktoren zurückgeführt werden (Cosma et al., 1999; Lee und Young,
2000). Obwohl die Ergebnisse dieser Untersuchungen einen deutlichen Zusammenhang
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zwischen Transkriptionsaktivierung und dem Grad der Histonacetylierung erkennen lassen,
zeigen andere Experimente, daß die Acetylierung des Chromatins nicht zwangsläufig eine
verstärkte Transkription mit sich bringen muß (Struhl, 1998). Es wird daher vermutet, daß die
spezifische Acetylierung einzelner Chromatin-Domänen die Bindung von Transkription-
aktivierenden sowie -reprimierenden Faktoren ermöglicht. Durch die gezielte Modifizierung
der Histone könnte demnach ein Code erstellt werden (Histon-Code), der von spezifischen
Faktoren erkannt wird, deren kombinierte Aktivitäten die Transkription dieser Bereiche
regulieren. Diesem Modell entsprechend konnte eine Bindung der Transkriptionsaktivatoren
GCN5, PCAF und TAFII250 an acetyliertes Histon H4 beobachtet werden, die über ihre
Bromodomäne(n) vermittelt wid (Dhalluin et al., 1999; Winston and Allis, 1999; Jacobson et
al., 2000; Marmorstein und Berger, 2001).
Zusätzlich zu Histonen, acetylieren HATn/HAT-Komplexe auch DNA-bindende
Transkriptionsfaktoren wie p53, Chromatin-assoziierte Proteine wie einzelne Mitglieder der
Familien HMG-I(Y) ("high-mobility-group-I(Y)") und HMG-14/17 ("high-mobility-group-
14/17"), sowie generelle Transkriptionsfaktoren wie TFIIE und TFIIF (Sterner et al., 1981;
Gu und Roeder, 1997; Imhof et al., 1997; Munshi et al., 1998 und 2001; Herrera et al., 1999).
Die genauen Zusammenhänge zwischen Histonacetylierung und der Acetylierung anderer
nuklearer Faktoren sind derzeit nicht bekannt, doch scheint die Acetylierung dieser Nicht-
histonproteine sowohl einen positiven als auch negativen Effekt auf die Transkription spezi-
fischer Gene auszuüben (Lee und Young, 2000).
1.4.2. Methylierung
Über die Methylierung von Histonen ist weitaus weniger bekannt als über Acetylierung.
Obwohl die Methylierung von Histonen schon sehr früh beobachtet wurde, so ist sie erst in
den letzten Jahren in den Mittelpunkt des Interesses gerückt, nachdem eine Verbindung zur
Regulation der Transkription hergestellt werden konnte und Histon-methylierende Enzyme
entdeckt werden konnten (Paik und Kim, 1971; Zhang und Reinberg, 2001). In den letzten
Jahren konnten einige Histonmethylteransferasen (HMTs) identifiziert werden, die eine oder
mehrere Methylgruppen auf Lysine oder auf Arginine der Histone übertragen. CARM1
("Coactivator associated arginine methyltrasferase") zum Beispiel methyliert Histon H3 an
mindestens drei Arginin-Resten, wobei gezeigt werden konnte, daß die Methylierung des
Arginins an Position 17 für die Transkription eines Kernhormon-Rezeptor (KR)-Zielgens
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notwendig ist (Bauer et al, 2002). Zu den Lysin-spezifischen HMTs gehören die Mitglieder
der SU(VAR)3-9 ("supressor of variagation 3-9")-Familie, die spezifisch Lysin 9 in H3
methylieren (Rea et al., 2000). Während durch die Übertragung einer Acetylgruppe auf Lysin
dessen positive Ladung neutralisiert wird, bleibt die positive Ladung bei Methylierung
erhalten. Diese Beobachtung legt nahe, daß die Histonmethylierung keinen direkten Einfluß
auf die Kondensation des Chromatins ausübt. Neueste Untersuchungen zeigen, daß die
methylierten Aminosäuren von Methyl-Lysin-bindenden Proteinen erkannt werden. Eines
dieser Proteine ist Drosophila Heterochromatin Protein 1 (HP1), das an methyliertes Lysin 9
in H3 bindet und die Formation von Heterochromatin bewirkt (Bannister et al., 2001; Lachner
et al., 2001). Die Bindung des HP1 an methyliertes Lysin 9 in H3 wird von der
Chromodomäne vermittelt. Neben HP1 wurde ein weiteres Drosophila Protein mit Chromo-
domäne identifiziert, der Transkriptionsrepressor Polycomb, der an methyliertes Lysin 9 in
H3 bindet (Beisel et al., 2002). Beide Proteine sind vorzugsweise in transkritionell inaktivem
Chromatin zu finden, was deutlich macht, daß HistonModifizierungen sowohl zur Aktivie-
rung der Transkription, als auch zu ihrer Repression beitragen können (Horn und Peterson,
2002).
1.4.3. Poly- und Monoubiquitinierung
Die Modifizierung eines Histons durch Ubiquitinierung wurde erstmals für die Histone H2A,
H2B und H3 beschrieben (Lee und Young, 2000). Dabei wird ein Peptid von 79 Aminosäuren
Länge (Monoubiquitin) oder ein Polymer dieses Peptids (Polyubiquitin) mit seiner COOH-
terminalen Carboxygruppe über eine Isopepidbindung an einen spezifischen Lysin-Rest im
jeweiligen Histon kovalent gebunden. Die biologische Funktion dieser Modifizierung ist weit-
gehend ungeklärt, konnte aber mit Transkription-Aktivierung als auch -Respression in
Zusam-menhang gebracht werden (Hicke, 2001).
Zum einen wurde ein vermehrtes Vorkommen ubiquitinierter H2B Histone in
transkribierten Bereichen des Chromatins festgestellt (Davie und Murphy, 1994). Doch
obwohl ubiquitinierte Histone vorzugsweise in transkriptionell aktiven Bereichen des
Chromatins zu finden sind, ist die Ubiquitinierung vermutlich eher eine Folge der Transkrip-
tion als deren Ursache (Davie und Murphy, 1994). H2B wird vornehmlich an Lysin 123
ubiquitiniert, das im intakten Nukleosom nicht zugänglich ist. Es wird daher vermutet, daß die
Ubiqutinierung unmittelbar nach der Transkription eines DNA-Abschnitts erfolgt und dazu
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dient, das Nukleosom in einer dissoziierten Konformation zu halten (Lee und Young, 2000).
Ferner wurde die Ubiquitinierung von Histon H1 durch den Drosophila Koaktivator TAFII250
beschrieben und mit Transkriptionsaktivierung in Zusammenhang gebracht (Pham und Sauer,
2000).
Zum anderen wurde Histonubiquitinierung auch mit Repression der Transkription
korreliert. Ubiquitinierung des H2B Lysins 123 durch Rad6 verstärkt Methylierung des
Histons H3 an Lysin 4 und 79 (H3K4 und H3K79) in Hefe (Sun und Allis, 2002; Briggs et
al., 2002). Die Methylierung von H3K4 und H3K79 wiederum wurde mit Repression der
Transkription assoziiert.
1.4.4. Phosphorylierung
Die Modifizierung von Histonen durch Phosphorylierung wurde bereits kurze Zeit nach der
Identifizierung der Histone als Strukturproteine des Chromatins festgestellt. So konnten
bereits 1976 phosphorylierte Formen der Histone H2A, H3 und H4 aus dem Chromatin von
Drosophila isoliert, und ein Jahr darauf die Phosporylierung der Histone H1, H3 und H4 in
Drosophila Zellen nachgewiesen werden (Holmgren et al., 1976; Levy-Wilson et al., 1977;
Giancotti et al., 1984). Anfängliche Untersuchungen beschreiben vornehmlich die Zellzyklus-
abhängige Phosphorylierung des Linker-Histons H1 in Säugerzellen (Hohmann et al., 1975;
Ajiro et al., 1981a und 1981b). Die Beobachtung, daß die Phosphorylierung von H1 ihren
Höhepunkt zum Zeitpunkt der Mitose erreicht, führte zunächst zu der Schlußfolgerung, daß
phosphoryliertes H1 für die Kondensation der Chromosomen erforderlich ist. Diese Schluß-
folgerung wurde jedoch durch verschiedene in vivo und in vitro Experimente widerlegt, die
darauf hinweisen, daß die Mitose-induzierte Kondensation der Chromosomen auch in Ab-
wesenheit von H1 stattfindet (Shen et al., 1995; Ohsumi et al., 1993). Im Rahmen dieser
Untersuchungen konnte vielmehr gezeigt werden, daß die mitotische Chromosomenkonden-
sation durch die Phoshorylierung des Core-Histons H3 an Serin 10 (H3S10) und Serin 28
(H3S28) induziert wird (Hendzel et al., 1997; Goto et al., 1999). Die phosphorylierte Form
des H3S10 ist hierbei auf stark kondensierte Bereiche des Heterochromatins beschränkt. Am
Ende der Mitose wird das H3S10 dephosphoryliert, woraufhin die Dekondensation der Chro-
mosomen einsetzt (Hendzel et al., 1997). Neueste Untersuchungen an Nukleosomen, deren
NH2-Termini selektiv entfernt oder modifiziert wurden, zeigen hingegen, daß phosphoryl-
iertes H3S10 und H3S28 für die Chromosomenkondensation nicht essentiell sind (de la Barre
Einleitung
13
et al., 2001). Vielmehr konnte gezeigt werden, daß für die Kondensation der Chromosomen
die NH2-Termini von Histon H2B entscheidend sind (de la Barre et al., 2001).
Während phosphoryliertes H1 und H3 in anfänglichen Untersuchungen bevorzugt in
Transkription-reprimierenden Bereichen des Chromatins nachgewiesen wurde, so konnte in
weiterführenden Studien ein vermehrtes Vorkommen an phosphoryliertem H1 und H3 auch in
transkriptionell aktiven Bereichen des Chromatins festgestellt werden, was zu der Vermutung
führte, daß Histonphosphorylierung sowohl an der Etablierung eines Transkription-akti-
vierenden als auch -reprimierenden Zustands des Chromatins beteiligt ist (Chadee et al.,
1995; Lu et al., 1995; Shen et al., 1995; Sweet et al., 1996). So wurde beobachtet, daß ein
verstäktes Vorkommen an phosphoryliertem H3S10 mit der Mitogen-aktivierten Transkrip-
tion der Gene c-fos und c-jun in Säugerzellen einhergeht (Mahadevan et al., 1991; Chen et al.,
1992; Mizzen et al., 1998; Thomson et al., 1999). Die Phosphorylierung von H3 erfolgt
vermutlich durch jeweils eine der beiden MAP-Kinase aktivierten Kinasen MSK1- ("mitogen-
and stress-activated kinase 1") und RSK-2 ("ribosomal protein S6 kinase-2"). So weisen
Zellen, die eine Kinase-inaktive Form von RSK-2 exprimieren, eine reduzierte Transkription
Mitogen-aktivierter Gene auf (De Cesare et al., 1998; Lee und Young, 2000). Ein erhöhtes
Vorkommen an phosphoryliertem H3 wurde zudem in Bereichen aktiver Gene nach Induktion
der Hitzeschockantwort in Drosophila festgestellt (Nowak und Corces, 2000).
Die Histon H3-Phosphorylierung übt demnach eine wichtige Funktion bei der
Mitogen- und Streß-induzierten Transkription aus. Welcher Mechanismus der Transkritions-
aktivierung durch Histonphosphorylierung zugrunde liegt ist derzeit nicht bekannt. Ein mög-
licher Mechanismus könnte die Aufhebung spezifischer Interaktionen der NH2-terminalen
Histonsequenzen mit der Chromatin-DNA durch die Übertragung einer negativ-geladenen
Phosphatgruppe sein (Green et al., 1993). Wahrscheinlicher jedoch ist, daß auch durch His-
tonphosphorylierung, wie es zuvor bereits für die Acetylierung und Methylierung beschrieben
wurde, weitere nuklearer Fakoren rekrutiert werden. Die Aktivitäten dieser Faktoren können
daraufhin entweder eine Kondensation des Chromatins herbeiführen, wie es während der
Mitose der Fall ist, oder aber die Transkription spezifischer Gene aktivieren. In Überein-
stimmung mit dieser Hypothese wird phosphoryliertes H3S10 im Vergleich zu nicht-phospho-
ryliertem H3S10 von verschiedenen HATn wie GCN5, PCAF und p300/CBP in vitro als
Substrat bevorzugt (Cheung et al., 2000b; Lo et al., 2000 und 2001). Acetylierte sowie phos-
phorylierte Nukleosomen konnten zudem in vivo an Mitogen-aktivierten Genen identifiziert
werden (Cheung et al., 2000b; Lo et al., 2000 und 2001). Ferner wurde die Phosphorylierung
des Nuleosom-assoziierten Proteins HMG-14 durch die Histon H3-Kinase MSK1 beobachtet
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(Thomson et al., 1999). Die Phosphoepitope des Histons H3 und des Nukleosom-assoziierten
Proteins HMG-14 könnten demnach als Bindestelle für die Rekrutierung von Koaktivatoren
mit HAT-Aktivität agieren (Thomson et al., 1999). Tatsächlich wurde HMG-14 ebenfalls als
Substrat verschiedener HATn identifiziert (Sterner et al., 1981; Thomson et al., 1999). Es ist
daher anzunehmen, daß außer den Histonen selbst, auch andere Chromatin-assoziierte
Proteine modifiziert werden, um so spezifische Bindestellen für andere Faktoren zu erzeugen.
Dieser Annahme entsprechend konnte eine Phosphorylierung Nukleosom-assoziierter
Proteine in Bereichen transkriptionell aktiver Nukleosomen durch die Protein-Kinase CK2
("casein kinase 2") in Säugerzellen festgestellt werden (Guo et al., 1998; Guo et al., 1999).
Entsprechende Proteindomänen, die phosphorylierte Histone oder Chromatin-assoziierte
Proteine erkennen und binden, wurden bisher jedoch nicht identifiziert (Cheung et al., 2000b;
Jenuwein und Allis, 2001).
Abb. 1.4. Acetylierte und
phosphorylierte Amino-
säuren innerhalb der NH2-
terminalen Sequenzen der
Core-Histone dienen als
"Platt form" für  die
Bindung anderer Faktoren.
Mit einem roten Punkt
gekennzeichnete Amino-
säuren  werden  phos-
phoryliert, acetylierte Amino-
säuren sind mit einem grüne
Fähnchen markiert. Die dar-
gestellten Sequenzen ent-
sprechen den Core-Histon-
Sequenzen von Mensch. Für
nähere Erläuterungen siehe
Kapitel 1.4.1 und 1.4.4. Die Graphik wurde einer Veröffentlichung von P. Cheung et al. (Cell 2000b, 103, 263-
271) entnommen.
Die Phosphorylierung von Histonen scheint zudem am Prozess der Apoptose beteiligt
zu sein. So wurde eine Serin 32-spezifische Phosphorylierung des Histons H2B (H2BS32) in
apoptotischen Säugerzellen beobachtet (Ajiro, 2000). Die H2B-Phosphorylierung geht Hand
in Hand mit der Apoptose-spezifischen Fragmentation der nukleosomalen DNA. Bisher
wurden weder die Funktion der H2BS32-Phosphorylierung geklärt, noch wurde eine entspre-
chende Kinase identifiziert. Neueste Untersuchungen zur Histonphosphorylierung in apop-
totischen Säugerzellen beschreiben eine erhöhte Phosphorylierung der Histone H1, H2A und
H3, die mit einer Erhöhung der DNase-Sensitivität der DNA einhergeht, was vermuten läßt,
daß die beobachteten Histonphosphorylierungen die Fragmentation der nukleosomalen DNA
einleitet (Enomoto et al., 2001). Des weiteren wurde ein erhöhtes Vorkommen an phos-
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phoacetyliertem Histon H3, d.h. H3 das an Serin 10 phosphoryliert und an Lysin 14 acetyliert
ist, im Chromatin des Caspase-10-codierenden Gens festgestellt (Li et al., 2002). Die Expres-
sion und Aktivität der Caspase-10 wird durch Induktion der Apoptose stimuliert, was
vermuten läßt, daß der Phosphoacetylierung von H3 am Caspase-10-Gen, eine wichtige
Funktion bei der Induktion der Apoptose zukommt (Li et al., 2002).
1.5. Transkription wird durch die synergistischen Aktivitäten DNA-bindender Trans-
kriptionsfaktoren und Histon-modifizierender Proteine reguliert
Die posttranslationale, reversible Modifizierung von Histonen und Chromatin-assoziierten
Proteinen an definierten Aminosäure-Seitenketten stellt vermutlich einen der ersten Schritte
einer komplexen Abfolge enzymatischer Reaktionen dar (Strahl und Allis, 2000;
Featherstone, 2002). Indem sie die Zugänglichkeit des Chromatins bestimmen und die Rekru-
tierung spezifischer Faktoren ermöglichen, nehmen Histon-modifizierende Enzyme eine
Schlüsselfunktion bei der Initiation dieser Reaktionen und somit bei der Regulation verschie-
dener nuklearer Prozesse ein (Lee und Young, 2000; Näär et al., 2001).
Um diese Schlüsselfunktion ausführen zu können, müssen die ensprechenden Enzyme
an definierte Bereiche des Chromatins, wie z.B. an die Promotorregion eines Chromatin-
reprimierten Gens rekrutiert werden. Anhand zahlreicher Beispiele konnte gezeigt werden,
daß Histon-modifizierende Proteine entweder selbst regulatorische DNA-Sequenzen erkennen
und binden, oder aber von Enhancer-gebundenen Transkriptionsfaktoren kontaktiert und so an
definierte Bereiche des Chromatins rekrutiert werden (Lee und Young, 2000; Näär et al.,
2001; Orphanides und Reinberg, 2002). Lange Zeit war ungeklärt, wie die Bindung dieser
Faktoren an DNA im kondensierten Chromatin erfolgen kann, und ob die lokale Dekonden-
sation des Chromatins nicht vielmehr eine Voraussetzung für die Bindung von
Transkriptions-faktoren an DNA darstellt (Horn und Peterson, 2002; Orphanides und
Reinberg, 2002). Am Beispiel des Glukokortikoid-Rezeptors (GR) konnte jedoch gezeigt
werden, daß einige Trans-kriptionsfaktoren auch dann an ihre DNA-Erkennungssequenzen
binden, wenn diese durch Nukleosomen "maskiert" sind und die Tranksription aktivieren,
indem sie die Modifizierung der nukleosomalen Histone einleiten (Di Croce et al., 1999;
Fletcher et al., 2000; Urnov und Wolffe, 2001). Chromatin-Immunopräzipitations-
Experimente zur Thyroid-Hormon-Rezeptor (TR)-regulierten Transkription zeigen, daß die
Transkription spezifischer Gene durch eine Kombination verschiedener
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Histonmodifizierungen, wie Acetylierung, Methylierung und Phosphorylierung, reguliert wird
(Li et al., 2002). Des weiteren wurden in einigen Trans-kription-regulierenden Faktoren
Bromo- und Chromodomänen identifiziert, die es ihnen ermöglichen an spezifische
Histonmodifizierungen zu binden (Dhalluin et al., 1999; Winston and Allis, 1999; Jacobson et
al., 2000; Owen et al., 2000; Marmorstein und Berger, 2001; Beisel et al., 2002). Demzufolge
wird Genexpression in Eukaryoten durch synergistische Aktivitäten DNA-bindender und
Chromatin-modifizierender Faktoren reguliert.
1.6. Nichtkovalente Modifizierung der Chromatinstruktur durch "Chromatin-Remo-
deling" Komplexe
Bereits Ende der 1980er Jahre konnte gezeigt werden, daß die Positionierung eines Nukleo-
soms über einem Promotorelement die Transkription des betreffenden Gens in vitro repri-
mieren kann (Workman und Roeder, 1987; Lorch et al., 1987). Neben den zuvor beschrie-
benen Histon-modifizierenden Proteinen/Proteinkomplexen stehen den Zellen eukaryotischer
Organismen sogenannte "Chromatin-Remodeling" Komplexe zur Verfügung, mit deren Hilfe
die Transkription-reprimierende Wirkung von Nukleosomen außer Kraft gesetzt werden kann
(Narlikar et al., 2002). Im Gegensatz zu den Histon-modifizierenden Enzymen manipulieren
diese Multiproteinkomplexe die Struktur des Chromatins auf eine nichtkovalente Weise,
indem sie die Position eines individuellen Nukleosoms entlang der Chromatin-DNA verän-
dern (Narlikar et al., 2002). Die molekularen Grundlagen dieses ATP-abhängigen Vorgangs
sind zur Zeit nicht bekannt, es konnte jedoch gezeigt werden, daß sie mit einer Minderung der
Histon-DNA-Kontakte innerhalb des Nukleosoms einhergehen (Lee und Young, 2000).
Während bisher gänzlich ungeklärt ist, welche Strategie Chromatin-Remodeling-Komplexe in
vivo verfolgen, um unzugängliche DNA-Sequenzen zugänglich zu machen, sprechen die
Ergebnisse zahlreicher in vitro Experimente für drei mögliche Strategien. Zum ersten könnte
die nukleosomale DNA zugänglich gemacht werden, indem das intakte Histon-Oktamer
entlang der DNA verschoben wird (Narlikar et al., 2002). Dies ist ein Vorgang der als
"Nucleosome Sliding" bezeichnet wird und erstmals am Beispiel der Drosophila Remodeling-
Komplexe NURF ("nucleosome remodeling factor"), CHRAC ("chromatin-accessibility
complex") und ISWI ("imitation switch") beschrieben wurde (Längst et al., 1999). Zum
zweiten könnten Chromatin-Remodeling-Komplexe die Konformation eines Nukleosoms ver-
ändern, welches daraufhin versucht seine ursprüngliche Konformation einzunehmen und hier-
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bei eine neue Position entlang der DNA einnimmt (Narlikar et al., 2002). Dieser Strategie
bedienen sich vermutlich SWI/SNF und SWI/SNF-ähnliche Remodeling-Komplexe (Narlikar
et al., 2002). Drittens könnte das Histon-Oktamer vollständig von der DNA gelöst und an eine
andere Position transferiert werden (Lorch et al.,1999).
Chromatin-Remodeling-Komplexe werden der Identität ihrer ATPase-aktiven Unter-
einheiten entsprechend in drei Klassen unterteilt: (1) SWI/SNF-, (2) ISWI- und (3) Mi-2-ähn-
liche Komplexe (Narlikar et al., 2002). Die einzelnen Klassen besitzen unterschiedliche
Eigenschaften. Während die ATPase-Aktivität SWI/SNF-ähnlicher Remodeling-Komplexe
sowohl durch nackte DNA, als auch durch Nukleosomen induziert wird, werden ISWI-Kom-
plexe nur am intakten Nuleosom aktiv (Lee und Young, 2000). Darüber hinaus wurde am
Beispiel des ISWI-ähnlichen Komplexes NURF gezeigt, daß die NH2-Termini der Core-His-
tone für die Substraterkennung der ISWI-Komplexe erforderlich sind (Georgel et al., 1997;
Guyon et al., 1999). So werden Nukleosomen deren NH2-terminale Histon-Sequenzen zuvor
entfernt wurden nicht als Substrate des Drosophila Remodeling-Komplexes NURF erkannt,
jedoch von humanem SWI/SNF (Georgel et al., 1997; Guyon et al., 1999).
SWI/SNF-Komplexe wurden im Rahmen eines genetischen Screens zunächst in Hefe,
später auch in Drosophila und Mensch identifiziert (Lee und Young, 2000). Die Charakte-
risierung dieser Komplexe ergab, daß eine Inaktivierung der katalytisch-aktiven Unterein-
heiten sich sowohl negativ, als auch positiv auf die Expression spezifischer Gene auswirkt
(Holstege et al., 1998). Inaktive Formen von SWI2 in Hefe z. B. bewirken eine verminderte
als auch erhöhte Transkription unterschiedlicher Gene (Lee und Young, 2000). Brahma, die
katalytisch aktive Untereinheit des Drosophila SWI/SNF-Komplexes (dSWI/SNF) wiederum
ist für die Transkription homeotischer Gene essentiell (Tamkun et al., 1992). In vitro Experi-
mente an Chromatin-reprimierten Genen haben gezeigt, daß SWI/SNF-Komplexe sowohl von
Transkriptionsaktivatoren, als auch -repressoren kontaktiert werden (Peterson und Workman,
2000; Näär et al., 2001). Am Beispiel des SWI2/SNF2-Komplexes wurde zudem gezeigt, daß
SWI/SNF-Remodeling-Komplexe über die Bromodomänen ihrer katalytischen Untereinheiten
an acetylierte Nukleosomen binden, wobei diese Bindung durch HAT-Komplexe wie SAGA
stabilisiert wird (Syntichaki et al., 2000; Hassan et al., 2001 und 2002)
Wie die SWI/SNF-Komplexe, so wurden auch die ISWI-Komplexe ursprünglich auf-
grund ihrer Transkription-aktivierenden Eigenschaften identifiziert. Der ersten ISWI-Kom-
plex NURF wurde in Drosophila anhand seiner Fähigkeit identifiziert, die Transkription
GAGA-abhängiger Gene zu aktivieren (Näär et al., 2001). Neben den bereits erwähnten
ISWI-Komplexen ISWI, CHRAC und NURF wurde in Drosophila ein vierter Komplex
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identifiziert, ACF ("ATP-utilizing chromatin assembly and Remodeling factor") (Narlikar et
al., 2002). Entsprechende Komplexe wurden ebenfalls in Hefe und Mensch nachgewiesen.
Aufgrund ihrer Eigenschaft die Struktur des Chromatins zu verändern, sind Chro-
matin-Remodeling-Komplexe sowie Histon-modifizierende Proteine/Proteinkomplexe nicht
nur entscheidend am Prozess der Regulation der Transkription beteiligt, sondern übernehmen
zudem wichtige Funktionen bei der Regulation der Replikation und Reparatur der eukaryo-
tischen DNA (Näär et al., 2001).
1.7. Initiation der Transkription im Kontext des eukaryotischen Chromatins
In Anbetracht der zahlreichen Modifizierungen und enzymatischen Aktivitäten, die in den
letzten Jahren beschrieben wurden, stellte sich bald die Frage, welcher dieser vielfältigen
Mechanismen den ersten Schritt zur Etablierung einer für die Transkriptionsmaschinerie
zugänglichen Chromatinstruktur darstellt (Lee und Young, 2000; Marmorstein, 2001,
Marmorstein und Berger, 2001; Näär et al., 2001; Orphanides und Reinberg, 2002). Die
Mehrzahl der Untersuchungen spricht dafür, daß die regulierte Transkription eines Zielgens in
vivo auf vielfältige Weise, jedoch nur durch das synergistische Zusammenspiel dieser Multi-
proteinkomplexe initiiert wird (Fry und Peterson, 2001). Ziel dieser Aktivitäten ist die Bin-
dung der RNA Polymerase II an den Promotor eines chromatin-reprimierten Gens.
1.8. Der Koaktivator TFIID
TFIID ist ein Multiproteinkomplex bestehend aus dem TATA-Box-bindenden Protein TBP
und mindestens acht phylogenetisch konservierten, assoziierten Kofaktoren, den sogenannten
TAFIIs ("TBP-associated factors") (Dynlach et al., 1991). Die Entdeckung der TAFIIs beruht
auf der Beobachtung, daß in zellfreien Transktiptionssystemen zwar der endogene TFIID-
Komplex, aber nicht rekombinantes TBP alleine Transkriptionsaktivierung vermittelt (Pugh
und Tjian, 1990). Immunpräzipitationsexperimente zeigten, daß TBP aus eukaryotischen
Kernextrakten mit TAFIIs assoziiert ist (Dynlach et al., 1991; Tanese et al., 1991). So setzt
sich z. B. der TFIID-Komplex von Drosophila aus TAFII250, TAFII150, TAFII110, TAFII80,
TAFII60, TAFII40, TAFII30a, TAFII30b und TBP zusammen (Dynlach et al., 1991). Mit Hilfe
in vitro-rekonstituierter, partieller TBP-TAFII-Komplexe wurde gezeigt, daß Interaktionen
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zwischen TAFIIs und den Aktivierungsdomänen spezifischer Transkriptionsfaktoren einfache
und synergistische Transkriptionsaktivierung in zellfreien Transkriptionssystemen vermitteln
(Sauer et al., 1996; Rushton et al., 1997; Suzuki-Yagawa et al., 1997; Wang et al., 1997).
Basierend auf Ergebnissen dieser in vitro Experimente wurde die "Koaktivator-Hypothese"
postuliert, wonach individuelle TAFIIs die Aktivierungssignale der Transkriptionsfaktoren
empfangen und auf eine bisher ungeklärte Weise in eine gesteigerte Zielgen-Transkription
umwandeln (Goodrich und Tjian, 1994; Verrijzer und Tjian, 1996). Obwohl sowohl humane
als auch Drosophila TAFIIs in vitro für eine aktivierte Transkription erforderlich sind, bleibt
fraglich, ob TAFIIs im nuklearen Kontext eukaryotischer Zellen als Koaktivatoren wirken.
Derzeit existieren unterschiedliche Ansichten über die Funktion der TAFIIs in vivo. So zeigten
Gen-Inaktivierungsstudien in Hefe, daß ein Fehlen von einer oder mehreren TAFII-Unter-
einheiten keinen generellen Einfluß auf die Transkriptionsaktivierung ausübt (Apone et al.,
1996; Moqtaderi et al., 1996a und 1996b; Walker et al., 1996 und 1997). Studien am Hefe-
Genom haben vielmehr ergeben, daß einzelne TAFII-Untereinheiten lediglich für die
Transkription einer Gruppe an Genen erforderlich sind (Lee et al., 2000). Ferner beschreiben
die Ergebnisse von in vitro Untersuchungen zur Transkriptionsaktivierung in HeLa-Zell-
extrakten eine TAFII-unabhängige Aktivierung der Transkription (Oelgeschlager et al., 1998).
Die Analyse der TFIID-Komplexe aus S. cerevisiae, Drosophila und Mensch hat ge-
zeigt, daß die TAFII-Untereinheiten des TFIID-Komplexes phylogenetisch hochkonserviert
sind, die Zusammensetzung der TAFIIs jedoch verschieden sein kann (Brou et al., 1993a und
1993b; Jacq et al., 1994). Die Isolieung zelltypspezifischer, humaner TAFIIs deutet darauf hin,
daß im Kern eukaryotischer Zellen verschiedene, variabel zusammengesetzte TFIID-Kom-
plexe vorliegen, die möglicherweise eine genspezifische Aktivierung der Transkription er-
möglichen (Brou et al., 1993a und 1993b; Jacq et al., 1994; Dikstein et al., 1996). Ferner
wurden TAFIIs als Komponenten anderer Transkription-aktivierender Komplexe, wie dem
Histon-modofizierenden SAGA-Komplex identifiziert (Grant et al., 1998). TAFIIs scheinen
demnach vielfältige Funktionen auszuüben und, wenn auch nicht für die generelle Trans-
kription, so zumindest für die Transkription spezifischer Gene und somit für das Überleben
der Zelle essentiell zu sein. So ist eine Mutation der meisten TAFII-Untereinheiten in Hefe
lethal (Reese et al., 1994; Klebanow et al., 1996 und 1997; Moqtaderi et al., 1996b; Walker et
al., 1996). Des weiteren konnten in Drosophila mutante Allele für mindestens drei TAFII-
Untereinheiten, TAFII60, TAFII110 und TAFII250, identifiziert werden, die emryonale
Lethalität, sowie eine reduzierte Transkription der Bicoid- und Hunchback-ver-mittelten
Expression verursachen (Karim et al., 1996; Sauer et al., 1996).
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Neben ihrer Fähigkeit die Aktivierungssignale der Transkriptionsfaktoren auf die
Transkriptionsmaschinerie zu übertragen, sind einige TAFIIs in der Lage sequenzspezifisch an
DNA zu binden (Burley und Roeder, 1996; Verrijzer und Tjian, 1996). Vier der bisher
charakterisierten TAFIIs, TAFII40, TAFII60, TAFII150 und TAFII250 binden DNA und sind für
die Bindung des TFIID-Komplexes an Core-Promotoren von essentieller Bedeutung (Burke
und Kadonaga, 1996; Chalkley und Verrijzer, 1999). Die TAFII-DNA-Interaktionen scheinen
die TBP-vermittelte Bindung des TFIID-Komplexes an Core-Promotoren mit TATA-Box zu
verstärken (Verrijzer et al., 1995; Burke und Kadonaga, 1996 und 1997), im Fall TATA-Box-
loser Core-Promotoren sogar erst zu ermöglichen (Verrijzer et al., 1994; Verrijzer und Tjian,
1996). Als Erkennungssequenzen der DNA-bindenden TAFIIs wurden das Initiatorelement
(Inr) und "Down Stream Promotor Element" (DPE) identifiziert (Burke und Kadonaga, 1996
und 1997; Chalkley und Verrijzer, 1999; Smale, 2001). Beide Promotorelemente sind
bevorzugt in TATA-Box-losen Core-Promotoren zu finden (Smale und Baltimore, 1989;
Fickett und Hatzigeorgiou, 1997; Smale, 2001). Es ist daher wahrscheinlich, daß zumindest
einige der TAFII-Untereinheiten vorzugsweise an der Aktivierung von Genen mit TATA-Box-
losen Promotoren beteiligt sind, indem sie eine TBP-unabhängige Rekrutierung des TFIID-
Komplexes an den Core-Promotor vermitteln (Chen und Hampsey, 2002). So nimmt TFIID
vermutlich eine Schlüsselfunktion bei der Regulation der koordinierten Expression eines Gen-
Regulons ein, dessen Gene für ribosomale Proteine codieren und überwiegend TATA-Box-
lose Promotoren aufweisen (Mencia et al., 2002). Die Initiation der Transkription wird hierbei
entweder durch die Bindung von TBP an Promotoren mit TATA-Box, oder aber durch die
Bindung spezifischer TAFII-Untereinheiten an die Promotorelemente zumeist TATA-Box-
loser Promotoren vermittelt.
Die Vermutung, daß TAFIIs eine zentrale Funktion bei der TBP-unabhängigen Trans-
kriptionsaktivierung einnehmen wird durch die Identifizierung des TFIID-ähnlichen, aber
TBP-losen Komplexes TFTC ("TBP-free TAF-containing complex") in Säugerzellen bestärkt
(Wieczorek et al., 1998). TFTC bindet sowohl an Promotoren mit TATA-Box, als auch an




1.9. Struktur und Funktion des Koaktivators TAFII250
Eine der gegenwärtig am umfangreichsten charakterisierten TAFII-Untereinheiten des TFIID-
Komplexes ist TAFII250. TAFII250 ist nicht nur die größte, sondern auch funktional
vielseitigste TFIID-Untereinheit (Abb.1.5). Zu den Funktionen von TAFII250 zählen Core-
Promotorerkennung, Koaktivatorfunktion und verschiedene enzymatische Aktivitäten
(Dikstein et al., 1996; Mizzen et al., 1996; Verrijzer und Tjian, 1996; Pham und Sauer, 2000;
Wassarman et al., 2000; Solow et al., 2001). Unter den TAFIIs stellt TAFII250 insofern eine
Besonderheit dar, da es zum einen die einzige TAFII-Untereinheit ist, die direkt mit TBP
wechselwirkt, zum anderen, mit Ausnahme von TAFII40, mit allen übrigen TAFII-Unter-
einheiten interagiert (Chen et al., 1994). TAFII250 stellt somit das zentrale Bindeglied
zwischen den als Koaktivatoren wirkenden TAFIIs und TBP dar und bildet die Grundlage für
die Struktur des generellen Transkriptionsfaktors TFIID (Weinzierl et al., 1993; Verrijzer und
Tjian, 1996).





scheidet sich nur geringfügig
von seinem Homolog in Droso-
phila. Die Bezeichnungen der
TAFII-Untereinheiten entspre-
chen daher mit Ausnahme von
TAF100, TAF80 und TAF31
(TAFII80, TAFII60 und TAFII40
in Drosophila) den Bezeich-
nungen der Drosophila TAFIIs.
Sp1: Transkription-saktivator.
Für nähere Erläuterungen siehe
Kapitel 1.1, 1.8 und 1.9. Die
Graphik wurde einer Veröf-
fentlichung von A. M. Näär et
al. (Annu. Rev. Biochem. 2001
70, 475-501) entnommen.
Erste Hinweise auf die funktionelle Bedeutung von TAFII250 in vivo ergaben sich aus
Gen-Inaktivierungsstudien in Hefe. Die Inaktivierung des hefespezifischen TAFII145, welches
homolog zum Drosophila TAFII250 ist, inhibiert die Transkription zahlreicher Gene, deren
Genprodukte in die Kontrolle des Zellzyklus der Hefe involviert sind (Walker et al., 1996 und
1997). Unklar blieb jedoch, wie TAFII250 im Kontext dieser Gene wirkt. Direkte Hinweise,
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daß TAFII250 in vivo als Koaktivator wirkt und an der Core-Promotorerkennung beteiligt ist
stammen von Untersuchungen der Hamster-Zellinie ts13, die eine temperatursensitive Muta-
tion im TAFII250-Gen trägt (Hayashidda et al., 1994; Suzuki-Yagawa et al., 1997). Die Muta-
tion von TAFII250 unterdrückt die ATF-, Sp1- und Vp16-vermittelte Transkriptionsakti-
vierung der Zellzyklusgene cyclin A und cyclin D1 (Wang et al., 1997). Dies läßt vermuten,
daß TAFII250 direkt oder indirekt als Koaktivator dieser Aktivatoren wirkt. Mittlerweile
konnte gezeigt werden, daß TAFII250 von verschiedenen Aktivatoren, wie z. B. JUN, und
anderen Transkriptionsregulatoren, wie dem Retinoblastoma-Tumor-Suppressor-Protein RB
und Cyclin D, direkt kontaktiert wird (Lively et al., 2001; Siegert und Robbins, 1999; Siegert
et al., 2000). Analog zu Hefe reprimiert die Mutation von TAFII250 in ts13-Zellen die Expres-
sion von Zellzyklusgenen, während die Expression anderer Gene wie c-fos und c-myc unbe-
einflußt bleibt (Wang et al., 1997). Analysen von Hybriden des TATA-Box-losen cyclin A-
und des c-fos-Promotors zeigten, daß TAFII250 auch für die Funktion des cyclin A-Promotors
notwendig ist und vemutlich die Erkennung und Bindung von TFIID an diesen Promotor ver-
mittelt (Wang et al., 1997). Mit Hilfe von DNA-Quervernetzungs-Experimenten konnte
nachgewiesen werden, daß TAFII250 das Core-Promotorelement Inr kontaktiert und so die
Transkription von Genen mit TATA-Box Promotoren, als auch TATA-Box-losen Promotoren
aktiviert (Wu et al., 2001).
Wesentliche Erkenntnisse zur TAFII250-abhängigen Transkription ergaben erneute
Untersuchungen am Hefe-Genom, die zeigen, daß 14 - 27 % aller RNA-Polymerase II
transkribierten Gene durch eine Inaktivierung des TAFII145-Gens um mehr als den Faktor
zwei verringert exprimiert werden (Holstege et al., 1999; Lee et al., 2000). In Zellen der
Hamster-Zellinie ts13 bewirkt eine Inaktivierung des TAFII250-Gens eine reduzierte Expres-
sion von 18 % aller Protein-codierenden Gene (O'Brien und Tjian, 2000). Die Mehrzahl
dieser Gene ist an Prozessen der Zellzyklusregulation und des Zellwachstums beteiligt (Wang
und Tjian, 1994; Walker et al., 1997; Lee et al., 2000; O'Brien und Tjian, 2000). Hierzu
gehören unter anderem Gene, die für ribosomale Proteine codieren (Shen und Green, 1997;
Mencia et al., 2002).
Der Koaktivator TAFII250 ist für das Überleben einer Zelle esentiell. So verursacht
eine Inaktivierung von TAFII145 in Hefe und TAFII250 in Hamster-Zellen, einen Arrest der
Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus, woraufhin Apoptose eingeleitet wird (Talavera und
Basilico, 1977; Nishimoto et al., 1982; Walker et al., 1997). Ferner ist es nicht möglich
TAFII250-"Germlineclones" in Drosophila herzustellen, was die Vermutung unterstützt, daß
TAFII250 an der Regulation der Zellteilung und/oder des Zellwachstums beteiligt ist
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(Wassarman et al., 2000). Nullmutationen des Drosophila TAFII250-Gens bewirken den
vorzeitigen Tod der Embryonen zu Beginn der späten Emryogenese oder in frühen Entwick-
lungsstadien der Drosophila Larve (Wassarman et al., 2000).
Die vielfältigen Funktionen von TAFII250 als zentrale Komponente des Multiprotein-
komplexes TFIID deuten auf seine essentielle Bedeutung bei der TFIID-abhängigen
Transktiptionsaktivierung in Eukaryoten hin.
1.9.1. Enzymatische Aktivitäten von TAFII250
Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Erkenntnissen über die Wechselwirkungen von
TAFII250 mit DNA, mit anderen TAFIIs und verschiedenen DNA-bindenden Transkriptions-
faktoren ist bis dato relativ wenig über die biologische Bedeutung seiner enzymatischen
Funktionen bekannt.
Die enzymatischen Funktionen von TAFII250 sind Serinkinase-, HAT- und H1-Mono-
ubiquitinierungs (UBAC)-Aktivitäten (Abb.1.5 und Abb1.6). Für humanes TAFII250
(HTAFII250) wurden zwei unabhängige Kinase-Aktivitäten beschrieben: eine NH2-terminale
Kinase (NTK) und eine COOH-terminale Kinase (CTK) (Dikstein et al., 1996; O'Brien und
Tjian, 1998). Beide Kinase-Domänen sind sowohl autokatalytisch als auch transkatalytisch
aktiv. Als Substrat der NTK wurden verschiedene Komponenten der GTM identifiziert
(Abb.1.5 und Abb.1.6). Dazu gehören die großen Untereinheiten von TFIIF (RAP74) und
TFIIA (TFIIA-L) (Dikstein et al., 1996; Solow et al., 1999 und 2001). Die Phosphorylierung
von RAP74 wird ebenfalls duch die CTK-Domäne katalysiert, wobei eine effiziente Phospho-
rylierung dieser TFIIF-Untereinheit durch die CTK, im Gegensatz zur NTK, die RAP74-
bindende Domäne von TAFII250 erfordert (Ruppert und Tjian, 1995). Einige Untersuchungen
deuten darauf hin, daß die NTK-vermittelte Phosphorylierung von RAP74 und TFIIA-L in
vitro, Mechanismen zur Regulation der Transkription in vivo widerspiegelt. So stimuliert die
Phosphorylierung von TFIIA in Hefe die Formation von TFIIA-TBP-Komplexen an den
TATA-Box-Elemeten verschiedener Promotoren und somit eine gesteigerte Transkription
spezifischer Gene (Solow et al., 1999 und 2001). Des weiteren wurde festgestellt, daß RAP74
in vivo in hyperphosphorylierter Form vorliegt, und daß durch eine Dephosphorylierung von
RAP74 dessen Fähigkeit, die Elongation der Transkription in vitro zu unterstützen herab-
gesetzt wird (Kitajima et al., 1994). Ferner ist rekombinantes TAFII250 ohne NTK-Domäne
nicht in der Lage, den durch eine Inaktivierung des Hamster TAFII250-Gens induzierten,
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Arrest der ts13-Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus aufzuheben (O'Brien und Tjian., 1998
und 2000). Ebenso verhält es sich mit einer rekombinanten Form des Volllängen TAFII250-
Proteins, die aufgrund einer Mutation der RAP74-bindenden Domäne nicht mit RAP74 wech-
selwirken kann (Ruppert und Tjian, 1995). Zudem wurde gezeigt, daß der Transkriptions-
regulator RB an die NTK-Domäne bindet, und so deren katalytische Aktivität inhibiert (Shao
et al., 1995; Siegert und Robbins, 1999; Solow et al., 2000). Die RB-induzierte Inhibierung
der TAFII250-Kinase kann wiederum durch die Transkriptionsregulatoren EA1 und Cyclin D1
unterdrückt werden (Siegert et al., 2000). Es wird daher vermutet, daß die koordinierten Akti-
vitäten dieser Faktoren die Aktivität der NTK modulieren. Des weiteren zeigen in vivo-
Experimente mit der Hamster-Zellinie ts13, daß die HTAFII250-Kinase-Aktivität zur
Transkriptionsaktivierung der Zellzyklusgene cyclin A, cyclin D1 und cdc2 erforderlich ist
(O'Brien und Tjian., 1998). Während die HTAFII250-Kinase bereits das Objekt zahlreicher
Untersuchungen war, so wurde für das Drosophila TAFII250-Homolog (DTAFII250) zwar
ebenfalls autokatalytische Aktivität nachgewiesen, die Kinase-aktiven Domänen jedoch nicht
näher charakterisiert (Dikstein et al., 1996). In Hefe stellt die TAFII250-Kinase insofern eine
Besonderheit dar, als daß die beiden Kinase-Domänen auf zwei verschiedene Proteine aufge-
teilt sind. TAFII145 bildet das Homolog der humanen NTK und Bdf1 ("Bromodomain factor
1") ist das Hefe-Homolog der humanen CTK (Mantangkasonbut et al., 2000). Die Homologie
von Bdf1 und TAFII250 zeichnet sich vorwiegend durch zwei tandemartig angeordnete Bro-
modomänen aus. Durch in vitro Bindungsstudien und Analysen der Kristallstruktur des huma-
nen TAFII250 konnte gezeigt werden, daß die tandemartige Anordnung der beiden Bromo-
domänen die Bindung dieses Koaktivators an di-acetyliertes Histon H4 vermittelt (Jacobson
et al., 2000).
Zu den enzymatischen Funktionen von TAFII250 aus Mensch und Drosophila gehört
des weiteren eine zentral gelegene HAT-Domäne (siehe auch Kapitel 1.4.1 und Abb.1.4 und
Abb1.5; Mizzen et al., 1996). Das Hefe-Homolog TAFII145 ist ebenfalls durch eine HAT-
Domäne charakterisiert, die jedoch nicht zentral, sondern COOH-terminal lokalisiert ist
(Mantangkasonbut et al., 2000). Zielkomponenten der HAT in vitro sind die GTFn TFIIEb
und TFIIF, sowie spezifische Lysine in den NH2-Termini der Core-Histone H3, H2A und H4
(Mizzen et al., 1996; Imhof et al., 1997; Wassarman et al., 2000). Verglichen mit HATn wie
PCAF, ist die Acetylierung sowohl freier als auch nukleosomaler Histone durch die
DTAFII250-HAT relativ gering (Mizzen et al., 1996; Wassarman et al, 2000). Bevorzugtes
Substrat der TAFII250-HAT ist das Lysin 14 von Histon H3 (Mizzen et al., 1996).
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Abb. 1.6. Schematische Darstellung der TAFII250-Proteine aus Mensch, Drosophila und Hefe und einige
der chracterisierten Kinase-Substrate. Oben: Bei den dargestellten Domänen des humanen TAFII250-Proteins
handelt es sich lediglich um eine Auswahl der bisher charakterisierten Domänen. Die gekennzeichneten Domä-
nen wurden der Literatur oder der Pfam-Datenbank entnommen (Dikstein et al., 1996; Mizzen et al., 1996;
O'Brien und Tjian, 1998). R74: RAP74-bindende Domäne; B1 und B2: Bromodomäne 1 und 2. Mitte: Bei den
als NTK und CTK deklarierten Domänen handelt es sich um potentiell katalytisch aktive Bereiche des Droso-
phila TAFII250, die anhand ihrer Sequenz-Homologie mit den NTK- und CTK-Domänen des humanen
TAFII250-Proteins bestimmt wurden. Ebenso verhält es sich mit der als R74 gekennzeichneten Domäne. Weitere
gekennzeichnete Domänen wurden der Literatur oder der Pfam-Datenbank entnommen (Mizzen et al., 1996;
Wassarman et al., 2000; Pham und Sauer, 2000). Unten: Schema des S. cerevisiae TAFII250-NTK-Homolgs
TAFII145 und TAFII250-CTK-Homolgs Bdf1 (Matangkasombut et al., 2000).
Bisher ist unklar, ob TAFII250 die Acetylierung der in vitro als Zielkomponenten identi-
fizierten GTFn und Histone, auch in vivo katalysiert. Einige Experimente sprechen gegen
diese Möglichkeit. So ist z.B. die HAT-Aktivität von TAFII250 zwar für eine Aktivierung der
Transkription an nackter DNA in rekonstituierten in vitro Transkriptionssystemen notwendig,
was vermuten läßt, daß die Acetylierung spezifischer GTFn der Übertragung eines
Aktivierungssignals auf die GTM dient. Bisher konnten jedoch keine acetylierten Formen der
GTFn nachgewiesen werden (Wang und Tjian, 1994; Galasinski et al., 2000). Andererseits
weist die Temperatur-sensitivität der HAT in vitro darauf hin, daß der temperatursensitive
Phänotyp der Zellzyklus-mutanten ts13 durch eine reduzierte HAT-Aktivität von TAFII250
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verursacht wird (Dunphy et al., 2000). Des weiteren wurde am Beispiel des humanen
TAFII250 gezeigt, daß die HAT-Aktivität für die Transkription verschiedener Gene in vivo
erforderlich ist, deren Genprodukte an der Regulation des Zellzyklus sowie des Zellwachs-
tums beteiligt sind (Dunphy et al., 2000). Die Frage, ob TAFII250 in vivo Histone und GTFn
acetyliert und so zur Regulation der Transkription beiträgt bleibt soweit offen.
Als dritte der bisher identifizierten enzymatischen Aktivitäten des Koaktivator
TAFII250 ist die Übertragung eines Monoubiquitins auf das Linker-Histon H1 zu nennen
(siehe auch Kapitel 1.4.3; Pham und Sauer, 2000). Eine Inaktivierung der H1-UBAC-Aktivi-
tät in Drosophila verursacht eine Reduktion der Transkription der Dorsal-Zielgene twist (twi)
und snail (sna) (Pham und Sauer, 2000). Obwohl derzeit nicht klar ist, welcher Mechanismus
der Aktivierung der Transkription durch Monoubiquitinierung des H1 Histons zugrunde liegt,
so wird vermutet, daß diese Modifizierung eine Veränderung der Chromatinstruktur hervor-
ruft, die mit einer Destabilisierung lokaler Bereiche des Chromatins einhergeht (Wassarman
und Sauer, 2001).
1.10. Zentrale Fragestellung dieser Arbeit
Durch seine vielfältigen Eigenschaften nimmt TAFII250 eine zentrale Funktion bei der TFIID-
abhängigen Transkription ein. Indem TAFII250 sowohl mit spezifischen Promotorelementen
der DNA, Enhancer-gebundenen Transkriptionaktivatoren und verschiednen Komponenten
der GTM wechselwirkt, ermöglicht dieser Koaktivator die Formation des Präinitiations-
komlexes (PIK) am Core-Promotor. Darüber hinaus besitzt TAFII250 verschiedene enzyma-
tische Aktivitäten, die es ihm vermutlich ermöglichen die Aktivitäten einzelner Komponenten
der GTM zu modulieren und so eine Initiation der Transkription herbeizuführen. Die Identifi-
zierung der HAT-Aktivität von TAFII250 lieferte einen ersten Hinweis darauf, daß TAFII250
nicht nur an der nackten DNA, sondern bereits am Nukleosom aktiv werden könnte
(Abb.1.7). Weitere Untersuchungen der HAT-Aktivität konnten diese These bisher zwar nicht
bestätigen, dennoch sprechen die erst kürzlich identifizierte, TAFII250-vermittelte
Monoubiquitinierung des Histons H1, die Bindung von TAFII250 an di-acetyliertes Histon
H4, sowie die hufeisen-förmige Struktur des TFIID-Komplexes, dessen zentrale Domäne
vermutlich ein Nukleosom umspannt, für eine Beteiligung des TAFII250 an Chromatin-
modifizierenden Ereignissen (Jacobson et al., 2000; Nogales, 2000; Pham und Sauer, 2000).
Obwohl die Aktivität der TAFII250-Kinase bereits Gegenstand verschiedener Untersuchungen
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war und verschiedene Komponenten der GTM als Substrate identifiziert wurden, konnte
bisher nicht geklärt werden, welcher Mechasnimus der Kinase-vermittelten
Transkripionsaktivierung zugrunde liegt. Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit war
demnach, ob die TAFII250-Kinase die Chromatin-struktur durch die gezielte Phosporylierung
einzelner Histone modifizieren kann.
Abb.1.7. Bekannte Aktivitäten von TAFII250 am Chromatin.
Die Graphik wurde einer Veröffentlichung von A. Mizzen und D.
Allis (Science 2000 289,2290-2291) entnommen.
1.11. Ziel dieser Arbeit
Ziel dieser Arbeit war die funktionale Charakterisierung der DTAFII250-Kinase. Mit Hilfe
eines in vitro Kinase-Assays sollte zum einen untersucht werden, ob DTAFII250 die Phospho-
rylierung von Histonen vermittelt, zum anderen sollte die katalytische bzw. die katalytischen
Domänen der TAFII250-Kinase bestimmt werden. Als Modellsystem wurde Drosophila
gewählt, da es das derzeit genetisch bestcharakterisierte und zugänglichste Modellsystem
darstellt. Zudem sind im Gegensatz zu den TAFII250-Proteinen anderer Organismen mehrere
direkte Zielgene für DTAFII250 bekannt. Eines dieser Gene ist snail (sna), das für den Trans-
kriptionsfaktor SNAIL codiert. Dies ermöglicht es, Faktoren bzw. Domänen des DTAFII250-
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Proteins, die an der DTAFII250-abhängigen Transkriptionsaktivierung beteiligt sind, als
Muta-tionen zu identifizieren, in deren Gegenwart die Expression des ventral exprimierten
sna-Streifens, reduziert ist.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden HTAFII250 und DTAFII250, sowie verschiedene
Fragmente des Drosophila Proteins auf Kinase-Aktivität untersucht. Sowohl HTAFII250 als
auch DTAFII250 phosphorylieren die Histone H2B, H3 und H4 in vitro. Die katalytisch
aktiven Domänen konnten mit Hilfe von NH2- und COOH-terminalen Deletionsmutanten auf
eine NTK und eine CTK eingeschränkt werden, wobei die Histonphosphorylierung vornehm-
lich von der CTK katalysiert wird. Durch Verwendung verschiedener Histon-Peptide, deren
Aminosäuresequenzen den NH2-terminalen Sequenzen der Core-Histone entsprechen, konnte
Serin 33 des Histons H2B als bevorzugtes Substrat der CTK identifiziert werden. Um die
Serin 33 Phosphorylierung in vivo nachweisen zu können, wurde ein Histon-H2B-Phospho-
serin-33-spezifischerAntikörper hergestellt und charakterisiert. Um einen Hinweis darauf zu
erhalten, ob die in vitro katalytisch aktive CTK-Domäne für die Tranksription in vivo erfor-
derlich ist, wurde mittels in situ-Hybridisierung die snail-Transkription in verschiedenen
Ganzpräparaten von Embryonen untersucht, die eine COOH-terminal verkürzte Form des
TAFII250-Proteins enthalten. Von den zwei untersuchten Mutanten zeigten beide eine deut-
liche Reduktion der snail-Expression. Ferner konnten im Rahmen dieser Arbeit die Grund-
lagen für die Herstellung Kinase-inaktiver Formen des DTAFII250 gelegt werden. Durch
computergestützte Analysen der DTAFII250-Aminosäuresequenz konnten drei potentielle
ATP-bindende Motive lokalisiert werden. Eines dieser Motive ist in der identifizierten NTK-
Domäne lokalisiert, die anderen zwei Motive befindet sich in der als CTK-charakterisierten
Domäne.
Diese Untersuchungen zeigen, daß der Koaktivator TAFII250 Histon H2B serin-





Der Koaktivator TAFII250 bildet die zentrale Untereinheit des basalen Transkritionsfaktors
TFIID und ist für dessen Sruktur und tansaktivierende Eigenschaften essentiell (Weinzierl et
al., 1993; Verrijzer und Tjian, 1996). Indem TAFII250 Enhancer-gebundene Transkriptions-
aktivatoren sowie verschiedene Komponenten der GTM kontaktiert, nimmst es eine zentrale
Funktion als Koaktivator ein (Lively et al., 2001; Siegert und Robbins, 1999; Siegert et al.,
2000). Ferner verfügt TAFII250 über verschiedene enzymatische Aktivitäten, mit denen es
neben einzelnen Komponenten der GTM auch Histone modifiziert (Dikstein et al., 1996;
Mizzen et al., 1996; Imhof et al., 1997; Pham und Sauer, 2000; Solow et al., 2001). Es konnte
gezeigt werden, daß jede dieser enzymatischen Aktivitäten für die Transktiption diverser
Gene in vivo erforderlich ist (O'Brien und Tjian, 1998; Dunphy et al., 2000; O'Brien und
Tjian, 2000; Pham und Sauer, 2000). Welche Mechanismen der TAFII250-vermittelten
Transkritpionsaktivierung zugrunde liegen ist weitgehend ungeklärt.
Es wird vermutet, daß die enzymatischen Modifizierung einzelner Komponenten der
GTM durch TAFII250 der Weiterleitung eines Aktivierungssignals von einem oder mehreren
Transkriptionsaktivatoren auf die RNA-Polymerase II dient und somit einen Mechanismus
der Kommunikation zwischen Transkriptionsaktivatoren und der GTM darstellt (Dikstein et
al., 1996). Des weiteren wurde postuliert, daß die TAFII250-vermittelte Transkriptions-
aktivierung auf einer enzymatischen Modifizierung der Chromatinstruktur beruht (Mizzen et
al., 1996; Imhof et al., 1997; Wassarman et al., 2000). Dies läßt die Hypothese zu, daß die
TAFII250-Kinase-abhängige Genexpression durch die TAFII250-vermittelte Phophorylierung
einzelner Komponenten des Chromatins aktiviert wird.
In der vorliegenden Arbeit wurde versucht diese Hypothese zu bestärken, indem die
Kinase-Aktivität des TAFII250-Proteins hinsichtlich der Phosphorylierung von Histonen
untersucht wurde.
2.1. In vitro Kinase-Assays zur Charakterisierung der Kinase-Aktivität von TAFII250
In früheren Untersuchungen wurde HTAFII250 bereits auf Kinase-Aktivität hin untersucht
(Dikstein et al., 1996). Mit Hilfe von in vitro Kinase-Assays konnten eine NH2-, sowie eine
COOH-terminale Kinase-Aktivität des HTAFII250 charakterisiert und ein Substrat der
TAFII250-Kinase-Aktivität, RAP74, identifiziert werden. Unter anderem wurde auch Histon
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H1 als potentielles Substrat untersucht, es wurde jedoch keine Phosphorylierung festgestellt.
Der im Rahmen dieser Untersuchungen angewendete Kinase-Assay stellt ein geeignetes
System zur Untersuchung von Kinase-Aktivitäten dar und wurde aus diesem Grund auch zur
Klärung der Frage, ob TAFII250 Histone phosphoryliert, eingesetzt.
In der vorliegenden Arbeit wurden Phosho-Kinase-Assays mit rekombinanten
TAFII250-Proteinen durchgeführt. Die Expression der rekombinanten Proteine erfolgte in E.
coli oder in eukaryotischen Sf9-Zellen unter Verwendung des Baculovirus-Expression-
Systems (4.5.). Als Substrat wurde eine Mischung der gereinigten Rinder Histone H3, H2B,
H2A, H4 und H1 (Histon-Mix, Sigma), gereinigte Einzelhistone H3, H2B, H2A und H4
(Roche), rekombinante in E. coli-exprimierte Histone (4.4.3), Histon-Peptide (4.1.11) oder
aus Drosophila gereinigte Histon-Oktamere sowie Nukleosomen (C. Beisel, persönliche
Gabe) eingesetzt. Die Phosphorylierungsreaktion erfolgte, wie unter Kapitel 4.7. beschrieben,
durch Zugabe von gereinigtem TAFII250-Protein und 32P-g-ATP in Kinasepuffer. Die
Phosphorylierung der Histone wurde mittels Autoradiographie sichtbar gemacht, nachdem die
Histone mittels SDS-PAGE von den TAFII250-Proteinen getrennt wurden.
2.1.1. Phosphorylierung der Histone H3 und H2B durch HTAFII250 und DTAFII250
Hämaglutinin (HA) markiertes DTAFII250 und HTAFII250 wurden unter Verwendung des
Baculovirus-Expression-Systems in Sf9-Zellen exprimiert und die rekombinanten Proteine aus
Ganzzellextrakten der infizierten Zellen mit Hilfe von Agarose-gekoppelten a-HA-Anti-
körpern (Roche) affinitätschromatographisch gereinigt (4.5.3). Jeweils 2 µl der TAFII250-
Protein-Agarose wurden mit ansteigenden Mengen (0,2 - 20 µg) an Histon-Mix versetzt und
die Phosphorylierungsreaktion durch Zugabe von 32P-g-ATP gestartet. Als Kontrolle wurden
entsprechende Kinase-Assays mit HA-markiertem Drosophila TAFII110 (DTAFII110) durch-
geführt.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Reaktionen auf ein Proteingel aufge-
tragen und die Proteine durch Färbung der Gele mit Coomassie-Blau sichtbar gemacht. Da die
beiden Histone H2A und H2B nur eine geringe Differenz in ihrem Molekulargewicht
aufweisen und deshalb im Proteingel auf nahezu gleicher Höhe laufen, wurde ein Proteingel
mit besonders langer Laufstrecke gewählt, um eine bessere Trennung der einzelnen Histone
zu erreichen. Auf diese Weise war es möglich, die mittels Autoradiographie sichtbar
gemachte Phosphorylierung einem betimmten Histon zuzuordnen.
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Abb.2.1. Humanes und Drosophila TAFII250 phosphorylieren die Histone H3 und H2B. A: HA-Epitop-
markiertes DTAFII250- (HA-DTAFII250; Spur 1, 5 und 9), sowie HTAFII250-Protein (HA-HTAFII250; Spur 3, 7
und 11) wurde unter Verwendung des Baculovirus-Expression-Systems in Sf9-Zellen exprimiert, an HA-Agarose
(2 µl / Assay) gebunden und nach mehrmaligem Waschen mit 1 M NaCl-HEMG, in Gegenwart von 1 µCi 32P-g-
ATP in 1 x Kinasepuffer mit verschiedenen Mengen an Histon-Mix (0,2 - 20 µg) für 1 h bei 30 °C inkubiert. Als
Negativ-Kontrolle wurden Kinase-Assays mit HA-Epitop-markiertem Drosophila TAFII110-Protein (HA-
DTAFII110; Spur 4, 8 und 12), sowie mit HA-Agarose ohne gebundenes Protein (Spur 2, 6 und 10),
durchgeführt. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-Pobenpuffer beendet und die rekombinanten
Proteine mittels SDS-PAGE (15 %) von den Histonen getrennt. Die Proteingele wurden mit Coomassie-Blau
(rechts, GEL) gefärbt und die Phosphorylierung mittels Autoradiographie sichtbar gemacht (AUTORADIO-
GRAMM, Expositionsdauer 1 h). Die Position der Histone ist mit Pfeilköpfen gekennzeichnet. B: Jeweils 10 µl,
der für den in vitro Kinase-Assay preparierten HA-DTAFII250-Agarose (Spur 1) und HA-HTAFII250-Agarose
(Spur 2) wurden in SDS-Probenpuffer aufgenommen und mittels SDS-PAGE (12 %) nach Molekulargewicht
aufgetrenn. Die TAFII250-Proteine wurden mit Coomassie-Blau sichtbar gemacht und sind in der Abbildung mit
einem Pfeilkopf gekennzeichnet. Jeweils links ist das relative Molekulargewicht eines Proteinstandards in kDa
angegeben.
Im Coomassie-Blau-gefärbten Gel sind die fünf Histone gut zu erkennen, wobei das
Histon H1 eine Doppelbande ausbildet (Abb.2.1, A , Spur 1 bis 4, GEL). Das
Autoradiogramm zeigt eine starke Phosphorylierung des Histons H2B durch HTAFII250.
Ferner ist eine deutlich schwächere Phosphorylierung des Histons H3 sichtbar (Abb.2.1, A,
Spur 3, 7 und 11). Besonders deutlich ist die Histonphosphorylierung in der Reaktion mit 20
µg (Abb.2.1, A, Spur 3). Eine weniger starke Phosphorylierung der Histone H2B und H3 ist
in den Reaktionen mit DTAFII250 zu erkennen (Abb.2.1, A, Spur 1, 5 und 9). Es konnte keine
Phosphorylierung der Histone H1, H2A und H4 beobachtet werden.
Im Vergleich mit HTAFII250 ist Aktivität von DTAFII250 etwa um den Faktor 10
geringer (vergleiche Abb.2.1, A, Spur 1 mit Spur 3). Die geringere Aktivität des DTAFII250-
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Proteins ist vermutlich darauf zurückzuführen, daß eine im Vergleich zu HTAFII250 geringere
Menge des DTAFII250-Proteins eingesetzt wurde (vergleiche Abb.2.1, B, Spur 1 und 2).
Neben der bereits beschriebenen Histonphosphorylierung ist eine Phosphorylierung
des Volllängen HTAFII250-Proteins oberhalb der 175 kDa-Bande des Proteinmarkers, sowie
eine Phosphorylierung seiner Translationsabbruch- oder Degradationsprodukten zu sehen
(Abb.2.1, A, Spur 3, 7 und 11). Im Gegensatz zu HTAFII250 ist auf dem Autoradiogramm
kein phosphoryliertes Volllängen DTAFII250 zu erkennen, sondern lediglich eine
Phosphorylierung seiner Translationsabbruch- oder Degradationsprodukte (Abb.2.1, A, Spur
1, 5, und 9). Die Fähigkeit von HTAFII250 und DTAFII250 sich selbst zu phosphorylieren
wurde bereits in früheren Untersuchungen beschrieben (Dikstein et al., 1996). Es wäre
demnach möglich, daß es sich bei den Phosphorylierungs-Signalen ausschließlich um
TAFII250-Proteine und deren Fragmente handelt, wobei eines dieser Fragmente im Proteingel
auf der gleichen Höhe liefe wie das Histon H3 oder H2B. Daß dies nicht der Fall ist, wird aus
der Tatsache ersichtlich, daß in allen Assays die gleiche Menge an immobilisiertem HA-
TAFII250 eingesetzt wurde, die Intensität der Histonphosphorylierung mit abnehmender
Histon-Konzentration hingegen abnimmt.
Des weiteren kann man davon ausgehen, daß die Phosphorylierung der Histone von
TAFII250 abhängt, da in den Kontroll-Reaktionen mit TAFII110 keine Phosphorylierung der
Histone erkennbar ist. Ungeklärt bleibt jedoch, ob die Kinase-Aktivität auf TAFII250 selbst,
oder auf einem TAFII250-assoziierten Protein beruht.
Zusammengefaßt läßt sich feststellen, daß sowohl HTAFII250 als auch DTAFII250 in
vitro die Histone H2B und H3 phosphorylieren.
2.1.2. Phosphorylierung der NH2-terminalen Sequenz von H2B durch HTAFII250 und
DTAFII250
Die Phosphorylierung eines Proteins verändert dessen Laufverhalten im Proteingel. Um
auszuschließen, daß es sich bei den beobachteten Phosphorylierungssignalen z. B. um H2A
anstatt H2B handelt, welches aufgrund der Phosphorylierung im Proteingel auf gleicher Höhe
läuft wie nicht phosphoryliertes H2B, wurden zuerst Kinase-Assays mit gereinigten Einzel-
histonen H3, H2B, H2A und H4 (2.1) durchgeführt. Die Einzelhistone haben sich jedoch als
ungünstiges Substrat erwiesen, da die einzelnen Präparationen Kontaminationen der jeweils
anderen 3 Histone aufwiesen (nicht gezeigte Ergebnisse). Um dennoch sicher stellen zu
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können, daß es sich bei den durch TAFII250 phosphorylierten Histonen um die Histone H3
und H2B handelt, wurden synthetisch hergestellte Histon-Peptide als Substrat verwendet. Da
Histone vornehmlich in ihren NH2-terminalen Bereichen Modifizierungen tragen, wurden die
entsprechenden NH2-terminalen Aminosäuresequenzen als Peptide synthetisiert (Abb.2.2, E).
Wie bereits unter Kapitel 2.1.1. beschrieben wurden gleiche Mengen an immo-
bilisiertem TAFII250-Protein mit verschiedenen Mengen der Histon-Peptide H3, H2B, H2A
und H4 (Abb.2.2, E) versetzt und die Phosphorylierungsreaktion gestartet. Als Kontrolle
wurden entsprechende Kinase-Assays mit HA-markiertem Drosophila TAFII110 (DTAFII110)
durchgeführt. Um eine optimale Trennung der sehr kleinen Peptide (2 - 4 kDa) von den relativ
großen TAFII250-Proteinen (230 kDa) zu erreichen, wurden die Reaktionen nach Beendigung
der Inkubationszeit auf 4 - 20 % ige PAA-Gradientengele (BioRad) aufgetragen.
Durch Abgleich der Coomassie-Blau-gefärbten Gele und Autoradiogramme konnte
eine deutliche Phosphorylierung des Histon H2B-Peptids (Abb.2.2, B), sowie eine schwache
Phosphorylierung der Histon H3- und H2A-Peptide festgestellt werden (Abb.2.2, A und C).
Eine Phosphorylierung des H4-Peptids konnte nicht beobachtet werden (Abb.2.2, D). Diese
Ergebnisse stimmen weitestgehend mit der zuvor beobachteten Phophorylierung der Histone
H2B und H3 bei Verwendung von Histon-Mix als Substrat überein (siehe 2.1.1). Lediglich
die Phosphorylierung des H2A-Peptids weicht von den vorhergehenden Ergebnissen ab,
wobei das Phosphorylierungs-Signal so schwach ist, daß es zuvor möglicherweise nicht
sichtbar war, oder daß es sich um eine unspezifische Reaktion handelt.
Gut zu erkennen ist die Phosphorylierung des HTAFII250-Proteins, bzw. seiner
Degradationsprodukte (Abb.2.2, A  bis D , Spur 5 und 6). So handelt es sich bei der
dominanten Bande oberhalb von 83 kDa nicht um das Volllängen Protein, sondern um ein
häufig beobachtetes Degradationsprodukt (siehe auch Abb.2.1, B, Spur 2). Weniger deutlich
erkennbar ist die Phosphorylierung des DTAFII250 (Abb.2.2, A bis D, Spur 1 und 2), was
vermutlich auf eine, im Vergleich zu HTAFII250, geringere Proteinkonzentration zurück-
zuführen ist (siehe 2.1.1). Eines der Translationsabbruch- oder Degradationsprodukte des
TAFII250-Proteins ist im Proteingel kurz oberhalb der Histon-Peptide zu finden, so daß bei
oberfächlicher Betrachtung des unter Abb.2.2, D gezeigten Autoradiogramms der Eindruck
entsteht, daß das Histon H4-Peptid phosphoryliert ist. Durch den Vergleich der vier Auto-
radiogramme miteinander, aber vorallem durch den Vergleich des Autoradiogramms mit dem
Coomassie-Blau-gefärbten Gel wird jedoch ersichtlich, daß dieses Phosphorylierungssignal
nicht auf der Phosphorylierung des H4-Peptids beruht.
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Abb.2.2. Humanes und Drosophila TAFII250 phosphorylieren das Histon H2B-Peptid. Sf9-exprimiertes
HA-DTAFII250-Protein (Spur 1 und 2) und HA-HTAFII250-Protein (Spur 5 und 6) wurde an HA-Agarose
gebunden und mit verschiedenen Mengen (1 oder 10 µg) H3- (A), H2B- (B), H2A- (C) und H4-Peptid (D), in
Gegenwart von 0,5 µCi 32P-g-ATP in 1 x Kinasepuffer für 1h bei 30 °C inkubiert. Als Negativ-Kontrolle wurden
Kinase-Assays mit Sf9-exprimiertem, immobilisiertem HA-TAFII110-Protein (Spur 7 und 8) sowie mit HA-
Agarose ohne gebundenes Protein (Spur 3 und 4) durchgeführt. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-
Pobenpuffer beendet und die Peptide mittels SDS-PAGE (4 - 20 % Gradientengel, BioRad) von den TAFII250-
und TAFII110-Fragmenten getrennt. Die Position der Peptide im Proteingel wurde durch Färbung der Gele mit
Coomassie-Blau bestimmt und ist jeweils mit einem Pfeilkopf gekennzeichnet. Die Phosphorylierung wurde
mittels Autoradiographie sichtbar gemacht. Die Sequenzen der verwendeten Histon-Peptide und die Intensität
der in vitro Phosphorylierung durch TAFII250 sind in E dargestellt. Die Aminosäuren sind im Einbuchstaben-
Code aufgeführt. Aminosäuren, die als Phosphatgruppen-Akzeptoren fungieren können, wie Serin (S), Threonin
(T) und Asparaginsäure (D), sind hervorgehoben.
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Anhand der Peptid-Sequenzen wird deutlich, daß es sich bei der beobachteten Kinase-
Aktivität um eine Serin/Threonin-Kinase handeln muß, da keines der Peptide die Aminosäure
Tyrosin, jedes hingegen mindestens ein Serin oder Threonin oder beide Aminosäuren
zugleich in seiner Sequenz aufweist (Abb.2.2, E). Hinzu kommt, daß das Histon Peptid H4 als
einziges Peptid keinerlei Phosphorylierung aufweist und als einziges Peptid kein Serin in
seiner Sequenz besitzt. Im Gegensatz hierzu besitzt das Histon Peptid H2A keinerlei Threonin
und wird, wenn auch nur schwach, phosphoryliert. Demzufolge handelt es sich bei TAFII250
vermutlich um eine Serin-Kinase. Diese Beobachtung entspricht den Ergebnissen anderer
Experimente, in welchen TAFII250 als Serin-Kinase wirkt und neben sich selbst die Proteine
RAP74 sowie TFIIA Serin-spezifisch phosphoryliert (Dikstein et al., 1996; Solow et al.,
2000).
Des weiteren besteht die Möglichkeit, daß TAFII250 dem Mechanismus des Histidin-
Asparaginsäure Phosphorelays entsprechend ein zuvor an Histidin-gebundenes Phosphat auf
Asparaginsäure überträgt (Thomason und Kay, 2000). Jeweils ein Asparaginsäure-Rest ist in
den Histon H2B- und H4-Peptiden zu finden. Die Phosphorylierung nach dem Mechanismus
des Histidin-Asparaginsäure Phosphorelays wurde bereits in Eukaryoten wie z. B. in Hefe und
Pflanzen nachgewiesen, keines der bisher identifizierten Phosphorelay-Gene konnte jedoch in
tierischen Organismen wie Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster identifiziert
werden (Thomason und Kay, 2000). Obwohl es nicht ausgeschlossen ist, daß es sich bei der
TAFII250-vermittelten Histonphosphorylierung um einen solchen Mechanismus handelt, so ist
es doch relativ unwahrscheinlich.
Zusammengefaßt zeigen die oben gezeigten Experimente, daß H T A FII250 und
DTAFII250 das Histon H2B-Peptid vermutlich an einem seiner Serin-Reste phosphorylieren.
2.1.3. Die Phosphorylierung des Histon H2B-Peptids durch DTAFII250 ist Serin-
spezifisch
Die oben beschriebenen Untersuchungen zeigen, daß TAFII250 H2B phosphoryliert. Um
untersuchen zu können, ob DTAFII250 H2B an Serin- oder Threonin-Resten phosphoryliert,
wurden verschiedene Histon H2B-Peptid-Mutanten hergestellt, bei welchen entweder alle in
der Wildtyp Sequenz vorkommenden Serine durch Alanine (S5A/S33A), oder alle Threonine
durch Valine (T4V/T20V/T22V) ersetzt worden sind. Durch eine Substitution der Amino-
säuren Serin durch Alanin, sowie Threonin durch Valin, können reaktive -OH Gruppen,
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welche von Serin/Threonin-Kinasen erkannt und modifiziert werden, spezifisch entfernt
werden, ohne daß die Struktur des Proteins bzw. Peptids stark verändert wird. Zudem wurde
ein Histon H2B-Peptid hergestellt, bei welchem alle Serine und Threonine durch Alanine und
Valine (T4V/S5A/T20V/T22V/S33A) ersetzt wurden. Diese H2B-Peptid-Mutante wurde ver-
wendet, um die Möglichkeit auszuschließen, daß DTAFII250 als Histidin-Asparaginsäure
Phosphorelay wirkt und die Asparaginsäure an Position 23 phosphoryliert.
Abb.2.3. DTAFII250 phosphoryliert H2B an Serin-Resten. Jeweils 10 µl mit Sf9-exprimietem HA-
DTAFII250-Protein beladene HA-Agarose wurden mit verschiedenen Mengen (0,1 bis 10 µg) verschiedener
H2B-Peptid-Mutanten (siehe C) in Gegenwart von 0,5 µCi 32P-g-ATP in 1 x Kinasepuffer für 1 h bei 30 °C
inkubiert (A und B, Spur 1 - 3 und 5 - 7). Als Negativ-Kontrolle wurden Kinase-Assays mit 10 µg H2B-Peptid in
Abwesenheit von HA-DTAFII250 durchgeführt (Spur 4 und 8). Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Reaktionen für 5 Min bei 1000 UpM zentrifugiert, um die HA-Agarose gebundenen DTAFII250-Proteine aus
dem Reaktionsansatz zu entfernen. Die Überstände wurden abgenommen, mit SDS-Probenpuffer versetzt und
die darin enthaltenen Peptide mittels SDS-PAGE (18 %) nach Molekulargewicht aufgetrennt. Die Position der
Peptide im Proteingel wurde durch Färbung der Gele mit Coomassie-Blau bestimmt (rechts, GEL) und ist mit
einem Pfeilkopf gekennzeichnet. Die Phosphorylierung wurde mittels Autoradiographie sichtbar gemacht (links,
AUTORADIOGRAMM). Die Sequenzen der verwendeten Histon-Peptide und die Intensität der in vitro
Phosphorylierung durch DTAFII250 sind in C dargestellt. Die Aminosäuren sind im Einbuchstaben-Code
aufgeführt. Aminosäuren, die als Phosphatgruppen-Akzeptoren fungieren können, wie Serin (S), Threonin (T)
und Asparaginsäure (D), sind hervorgehoben.
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Wie bereits unter Kapitel 2.1.1. beschrieben, wurden jeweils 2 µl an immobilisiertem
DTAFII250-Protein mit ansteigenden Mengen (0,1 µg bis 10 µg) an Substrat, dem Histon
H2B-Peptid (H2B wt) sowie den drei verschiedenen Histon-H2B-Peptid-Mutanten
(S5A/S33A, T4V/T20V/T22V und T4V/S5A/T20V/T22V/S33A), versetzt und die Phospho-
rylierung mittels Kinase-Assay, wie unter Kapitel 4.7. beschrieben, nachgewiesen.
Es ist eine deutliche Phosphorylierung des Wildtyp Histon H2B-Peptids (Abb.2.3, A,
Spur 2 und 3), sowie der H2B-Peptid-Mutante T4V/T20V/T22V zu erkennen (Abb.2.3, B,
Spur 2 und 3). Eine Phosphorylierung der Histon H2B-Peptid-Mutanten S5A/S33A (Abb.2.3,
A, Spur 6 und 7) und T4V/S5A/T20V/T22V/S33A (Abb.2.3, B, Spur 6 und 7) ist nicht zu
sehen. Demzufolge erfolgt die Phosphorylierung des Histon H2B-Peptids ausschließlich an
einem der beiden Serin-Reste S5 oder S33. Keiner der Threonin-Reste der Histon-H2B-
Peptid-Mutante S5A/S33A scheint als Phosphatgruppen-Akzeptor erkannt zu werden. Eine
Phosphorylierung des Asparaginsäure-Restes D23 durch DTAFII250 kann aufgrund eines
nicht vorhandenen Phosphorylierungssignals bei Verwendung der Histon H2B-Peptid-
Mutante T4V/S5A/T20V/T22V/S33A, ausgeschlossen werden (Abb.2.3, B, Spur 6 und 7).
Ebenso kann eine unspezifische Bindung der Phosphatgruppen an eines der Peptide
ausgeschlossen werden, da keine Phosphorylierung in Abwesenheit von DTAFII250-Protein
zu erkennen ist (Abb.2.3, A und B, Spur 4 und 8). Keine Phosphorylierung des Wildtyp
Histon H2B-Peptids sowie der H2B-Peptid-Mutante T4V/T20V/T22V ist sichtbar, wenn
lediglich 0,1 µg Peptid pro Reaktionsansatz eingesetzt wurde (Abb.2.3, A und B, Spur 1 und
Spur 5). 
2.1.4. Die Phosphorylierung des Histon H2B-Peptids erfolgt an Serin-Rest 33
Die oben beschriebenen Untersuchungen lassen vermuten, daß DTAFII250 Histon H2B an
Serin-Resten phosphoryliert (2.1.3). Um zu bestimmen, welcher der beiden Serin-Reste, S5
oder S33, phosphoryliert wird, wurden zwei weitere Histon H2B-Peptid-Mutanten hergestellt,
bei welchen nur eines der in der Wildtyp Sequenz vorkommenden Serine (S5 oder S33) durch
jeweils ein Alanin ersetzt worden ist (S5A und S33A). Die Phosphorylierung dieser Peptide
durch das DTAFII250-Protein wurde detektiert, wie unter Kapitel 2.1.3. beschrieben.
Durch Abgleich der Coomassie-Blau-gefärbten Gele mit den entsprechenden
Autoradiogrammen konnte eine deutliche Phosphorylierung des Wildtyp Histon H2B-Peptids
(Abb.2.4, A, Spur 2 und 3), und der Histon H2B-Peptid-Mutante S5A (Abb.2.4, A, Spur 5
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und 6) festgestellt werden. Die Histon H2B-Peptid-Mutanten S33A hingegen ist deutlich
schwächer phosphoryliert (Abb.2.4, B, Spur 2 und 3), eine Phosphorylierung des S5A/S33A-
Peptids ist so gut wie nicht zu erkennen (Abb.2.4, B, Spur 5 und 6). Demnach wird das Histon
H2B-Peptid spezifisch an Serin 33 phosphoryliert.
Abb.2.4. DTAFII250 phosphoryliert Histon H2B an Serin-Rest 33. Jeweils 10 µl, mit Sf9-exprimiertem HA-
DTAFII250-Protein, beladene HA-Agarose wurden mit verschiedenen Mengen (0,1 bis 10 µg) verchiedener
H2B-Peptid-Mutanten (siehe C) in Gegenwart von 0,5 µCi 32P-g-ATP in 1 x Kinasepuffer für 1 h bei 30 °C
inkubiert (A und B, Spur 1 bis 6). Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Reaktionen für 5 Min bei 1000
UpM zentrifugiert, um die HA-Agarose gebundenen DTAFII250-Proteine aus dem Reaktionsansatz zu entfernen.
Die Überstände wurden abgenommen, mit SDS-Probenpuffer versetzt und die darin enthaltenen Peptide mittels
SDS-PAGE (18 %) nach Molekulargewicht aufgetrennt. Die Position der Peptide im Proteingel wurde durch
Färbung der Gele mit Coomassie-Blau bestimmt (rechts, GEL) und ist mit einem Pfeilkopf gekennzeichnet. Die
Phosphorylierung wurde mittels Autoradiographie sichtbar gemacht (links, AUTORADIOGRAMM). Die
Sequenzen der verwendeten Histon-Peptide und die Intensität der in vitro Phosphorylierung durch DTAFII250
sind in C dargestellt. Die Aminosäuren sind im Einbuchstaben-Code aufgeführt. Aminosäuren, die als Phosphat-
gruppen-Akzeptoren fungieren können, wie Serin (S), Threonin (T) und Asparaginsäure (D), sind hervor-
gehoben.
Keine Phosphorylierung der Histon H2B-Peptide ist sichtbar, wenn lediglich 0,1 µg
Peptid pro Reaktionsansatz eingesetzt wurde (Abb.2.3, A und B, Spur 1 und 5). Die Menge
von 0,1 µg Peptid ist zudem nicht im Coomassie-Blau-gefärbten Gel sichtbar (Abb.2.3, A und




Die beiden Peptide S5A und S33A wurden auf unspezifische Bindung von Phosphat
hin untersucht, indem sie in Abwesenheit von DTAFII250-Protein mit 32P-g-ATP inkubiert
wurden. Es konnte keine Phosphorylierung der Peptide festgestellt werden (nicht gezeigte
Ergebnisse).
2.1.5. Serin 33 befindet sich innerhalb eines hochkonservierten Phosphorylierungs-
motivs und interagiert mit der nukleosomalen DNA
Durch den Vergleich der Histon H2B-Sequenzen verschiedener Organismen wie z. B.
Mensch, Xenopus laevis und Drosophila melanogaster konnte festgestellt werden, daß die
Sequenz um das Serin 33 nicht nur hochkonserviert ist, sondern starke Homologie zu der
Konsensussequenz K/RK/RxS/T aufweist (Abb.2.5). Bei dieser Sequenz handelt es sich um
eine Erkennungssequenz für Serin/Threonin-Kinasen (Hardie und Hanks, 1995). Dieses
Motiv ist zudem NH2-terminal des Serins 32 und des Serins 14 des humanen und Xenopus
H2B-Histons zu finden. Während die Erkennungssequenz NH2-terminal des Serins 32 in
Mensch und Xenopus, sowie NH2-terminal des Serins 33 in Drosophila besonders deutlich
ausgeprägt ist, ist die Erkennungssequenz NH2-terminal des Serins 14 weniger eindeutig
ausgebildet. Keines der beiden Serine S14 und S32 ist in der Sequenz des Drosophila Histons
vorhanden.
In dem erstellten Alignment ist das von DTAFII250 phosphorylierte Serin 33 in der
globulären Domäne des H2B-Histons lokalisiert (Abb.2.5). Diese Feststellung weckt den
Verdacht, daß Serin 33 für eine Kinase nicht zugänglich sein könnte. Untersuchung an
kristallisierten Nukleosomen aus Gallus gallus haben jedoch ergeben, daß sich das Serin 33 in
der Grenzregion zwischen der globulären Domäne und der frei beweglichen NH2-terminalen
Domäne befindet (Abb.2.6). Zudem wurde festgestellt, daß Serin 33 mit der nukleosomalen




Abb.2.5. Die NH2-terminal an Serin 33 angrenzende Aminosäuresequenz des Drosophila Histons H2B ist
stark konserviert. Zur Darstellung des konservierten Sequenzmotivs um Serin 33 des Drosophila melanogaster
Histons H2B, wurden vier beliebige Histon H2B-Aminosäuresequenzen verschiedener Organismen (Homo
sapiens, Xenopus laevis, Drosophila melanogaster) unter Anwendung des ClustalW- Algorithmus aligniert
(LaserGene, Multiple Sequence Alignment). Konservierte Serin-Reste der NH2-terminalen 37 Aminosäuren sind
durch eine Box gekennzeichnet. Während die H2B-Histone aus Mensch und Xenopus vier konservierte Serine
innerhalb dieses Sequenzabschnitts aufweisen (S6, S14, S32 und S36), besitzt das Drosophila Histon nur zwei
dieser konservierten Serin-Reste (S5 und S33). Des weiteren ist eine starke Ähnlichkeit der NH2-terminal von
Serin 33 bzw. Serin 36 gelegenen Sequenz, als auch der Sequenz um Serin 32, mit der optimalen Erkennungs-
sequenz für Serin/Threonin-Kinasen (K/RK/RxS/T) zu erkennen. Die Aminosäuren sind im Einbuchstaben-Code
dargestellt, x steht für eine oder mehrere beliebige Aminosäuren. Sind zwei Aminosäuren durch einen Schräg-
strich (/)getrennt, so kann an dieser Position eine der beiden Aminosäure vorkommen.
Abb.2.6. Serin 33 interagiert mit nukleosomaler DNA. Bei dem hier gezeigten Schaubild handelt es sich um
die graphische Darstellung der Interaktionen des Histons H2B im Nukleosom. Die Graphik wurde anhand des
PDB-Files 1eqz mit dem Programm Wirplot erstellt. Die aufgezeigten Interaktionen wurden anhand von
Kristallstrukturdaten ermittelt. Aminosäuren, die mit einer der Aminosäure eines der nukleosomalen Histone
interagieren sind durch einen blauen Punkt gekennzeichnet, Aminosäuren bei denen eine Interaktion mit der
nukleosomalen DNA festgestellt werden konnte wurden mit einem roten Punkt kenntlich gemacht.
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2.1.6. Die Phosphorylierung des Histons H2B wird von der COOH-terminalen Kinase-
Domäne (CTK) von DTAFII250 vermittelt
In früheren Untersuchungen konnten HTAFII250 zwei voneinander unabhängige Kinase-
Aktivitäten zugeschrieben werden: eine NH2-terminale Kinase- (NTK, Amminosäuren 1 -
414) und eine COOH-terminale Kinase- (CTK, Aminosäuren 1425 - 1893) Aktivität (Dikstein
et al., 1996; O'Brien und Tjian, 1998). Beide Domänen sind sowohl auto- als auch
transkatalytisch aktiv und phosphorylieren die TFIIF-Untereinheit RAP74 (Dikstein et al.,
1996). Ferner wurde autokatalytische Kinase-Aktivität für eine NH2-terminal verkürzte Form
des DTAFII250-Proteins (Aminosäuren 660 - 2068) nachgewiesen (Dikstein et al., 1996).
Bisher wurde dieser Bereich nicht näher eingegrenzt, noch versucht die Substrate dieser
Kinase zu identifizieren. Obwohl die HTAFII250-NTK Objekt zahlreicher Untersuchungen
war und inzwischen gut charakterisiert ist, wurde bisher keine NH2-terminale Kinase-
Aktivität des Drosophila Homologs beschrieben.
Hinsichtlich der TAFII250-vermittelten Histonphosphorylierung, stellte sich demzu-
folge die Frage, ob diese Aktivität von der bereits beschriebenen, autokatalytisch aktiven
CTK-Domäne des DTAFII250-Proteins, oder von einer bisher unbekannten, im NH2-Terminus
des Proteins lokalisierten Kinase-Domäne vermittelt wird. Um diese Frage beantworten zu
können, wurden Fragmente des DTAFII250-Proteins hergestellt, deren Sequenzen einer poten-
tiellen NTK-Domäne (DTAFII250-NT1400, DTAFII250-NT750), sowie der bereits beschrie-
benen CTK-Domäne (DTAFII250-CT4500) entsprechen (Abb.2.7).
Zur Expression dieser Proteine als GST- oder Poly-His-Epitop-markierte Fusions-
proteine in E. coli, wurden die entsprechenden cDNA-Fragmente durch PCR mit über-
hängenden Primern amplifiziert und über passende Restriktionsschnittstellen in die beiden
Expressionsvektoren pGEX-2TKN (Sauer et al., 1995) und pET19b (Novagen) ligiert
(4.1.9.3). Als Matrize für die PCR wurde das Plasmid pBluescript-NotI/NotI-DTAFII250
verwendet, das für die cDNA des Volllängen DTAFII250-Proteins codiert (D.Wassarman,
persönliche Gabe). Die Amplifikation der CTK-codierenden cDNA führte zu einem PCR-
Produkt, das wesentlich größer war, als es anhand der in NCBI unter der ID NM_057608.2
veröffentlichten Sequenz zu erwarten gewesen wäre. Durch die Sequenzierung dieser cDNA-
Sequenz konnten zwei Sequenzabschnitte von einmal 99 bp (33 AS) und einmal 93 bp (31
AS) identifiziert werden, welche nicht in der veröffentlichten Sequenz vorhanden waren
(Abb.2.7). Ebenso wurden 9 zusätzliche bp in beiden Amplifikationen der NH2-terminalen
Sequenz der DTAFII250-cDNA gefunden (Abb.2.7). Bei diesen Sequenzen handelt es sich um
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alternative Exon-Sequenzen, die bevorzugt in den DTAFII250-cDNAs apoptotischer Zellen zu
finden sind (D. Wassarman, persönliche Mitteilung).
Abb.2.7. Schematische Darstellung der exprimierten DTAFII250-Protein-Fragmente. Oben: Schema des
DTAFII250-Proteins entsprechend einer in NCBI veröffentlichten Sequenz (ID NP_476956.1). Bei den als NTK
und CTK deklarierten Domänen handelt es sich um potentiell katalytisch aktive Bereiche des Drosophila
Proteins, die anhand ihrer Sequenz-Homologie mit den NTK- und CTK-Domänen des HTAFII250-Proteins
bestimmt wurden. Ebenso verhält es sich mit der als R74 gekennzeichneten Domäne. Weitere gekennzeichnete
Domänen wurden der Literatur oder der Pfam-Datenbank entnommen. NTK: potentielle NH2-terminale Kinase;
HAT: Histonacetyltransferase (Mizzen et al., 1996; Wassarman et al., 2000), UBAC: H1-Ubiquitinierungs-
Domäne (Pham und Sauer, 2000); R74: potentielle RAP74-bindende Domäne; B1 und B2: Bromodomäne 1 und
2 (Pfam-Datenbank); CTK: potentiellen COOH-terminale Kinase. Mitte: Für die Expression in E. coli
hergestellte cDNA-Fragmente, bzw. Proteine. Durch Sequenzierung der hergestellten cDNA-Fragmente konnten
drei zusätzliche Sequenzen identifiziert werden. Eine dieser Sequenzen umfaßt 9 bp bzw. 3 AS und ist im NH2-
Terminus des Proteins lokalsisert. Die zwei verbleibenden Sequenzen sind einmal 93 bp, bzw. 31 AS und 99 bp
bzw. 33 AS groß und im COOH-Terminus des DTAFII250-Proteins lokalisiert. Die beiden COOH-terminalen
Insertionen entsprechen den Exon-Sequenzen 12a und 13a (D. Wassarman, persönliche Mitteilung). Unten:
Rekonstruktion des verwendeten Volllängen DTAFII250-Protein. Die 33 AS umfassende Insertion entspricht
dem Exon 13a, bei der inserierten Sequnez von 31 AS handelt es sich um das Exon 12a (D. Wassarman,
persönliche Mitteilungen).
Nach Transformation der pGEX-2TKN-DTAFII250-Plasmide in den E. coli Stamm
C600 konnten die DTAFII250-Fragmente nach Induktion mit IPTG als GST-DTAFII250-
Fusionsproteine exprimiert werden. Die Expression der Poly-His-markierten DTAFII250-
Proteine erfolgte nach Transformation der pET19b-DTAFII250-Plasmide in den E. coli Stamm
BL21-CodonPlus (DE3)-RIL und Induktion der Expression mit IPTG. Die exprimierten
Fusionsproteine wurden aus Bakterienlysaten über Affinitätschromatographie gereinigt, wie
unter Kapitel 4.4. beschrieben.
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Zur Untersuchung der Kinase-Aktivität der NH2- und COOH-terminalen DTAFII250-
Fragmente wurden in vitro Kinase-Assays mit verschiedenen Mengen der gereinigten
DTAFII250-Proteine durchgeführt, es konnte jedoch nur sehr geringe bis keine Kinase-
Aktivität festgestellt werden (S. Kwoczynski, nicht gezeigte Ergebnisse). So konnten weder
eine eindeutige Phosphorylierung von Histonen, noch eine Autophosphorylierung der
DTAFII250-Proteine beobachtet werden. Dieser Sachverhalt könnte zum einen auf einer
Fehlfaltung der E. coli-exprimierten Proteine beruhen, welche mit einem Verlust der
enzymatischen Aktivität einhergeht, zum anderen dadurch bedingt sein, daß die verwendeten
Fragmente NT750, NT1400 und CT1500 keine enzymatische Aktivität aufweisen.
In früheren Untersuchungen zur Charakterisierung der NTK-Aktivität des HTAFII250-
Proteins wurde beobachtet, daß die Kinase-Aktivität E. coli-exprimierter Proteine im
Vergleich zu Proteinen, die unter Anwendung eukaryotischer Expressionssysteme hergestellt
wurden, stark herabgesetzt ist (Dikstein et al., 1996). Dieser Sachverhalt wurde auf die
Notwendigkeit posttranslationaler Modifizierungen zurückgeführt, durch welche die Kinase-
Aktivität des HTAFII250-Proteins erst aktiviert werden muß. Um dieser Möglichkeit
hinsichtlich der inaktiven DTAFII250-Fragmente nachzugehen, wurde untersucht, ob die E.
coli-exprimierten DTAFII250-Proteine mit Ganzzellextrakten eukaryotischer Zellen aktiviert
werden können. Hierfür wurde das gereinigte GST-DTAFII250-CT4500 Protein zunächst an
GSH-Sepharose immobilisiert und anschließend für 1 h bei 30 °C in einem Gemisch aus
Ganzzellextrakt nicht infizierter Sf9-Zellen und 32P-g-ATP inkubiert. Nach Ablauf der Inkuba-
tionszeit wurde der Sf9-Extrakt entfernt, die immobilisierten GST-Proteine mehrfach
gewaschen und auf ein PAA-Gel aufgetragen. Als Kontrolle wurde E. coli-exprimiertes GST-
Protein verwendet, das dem DTAFII250-Protein entsprechend behandelt wurde.
Es ist eine leichte Phosphorylierung des mit Sf9-Extrakt inkubierten GST-DTAFII250-
CT4500-Proteins zu erkennen (Abb.2.8, Spur 2), jedoch keine Phosphorylierung ohne die
Inkubation mit Sf9-Extrakt (Abb.3, Spur 1). Eine Phosphorylierung des GST-Proteins konnte
in keinem der beiden Ansätze beobachtet werden (Abb.2.8, Spur 3 und 4). Demzufolge wird
das DTAFII250-Protein entweder von einem Kinase-aktiven Sf9-Protein als Substrat erkannt
und phosphoryliert, oder das beobachtet Signal beruht auf einer Aktivierung der DTAFII250-
Kinase durch eines der Sf9-Proteine, woraufhin DTAFII250 sich selbst phosphoryliert.
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Abb.2.8. Phosphorylierug von E. coli-exprimiertem GST-DTAFII250-CT4500 im Sf9-Ganzzellextrakt.
E.coli-exprimiertes, gereinigtes GST-DTAFII250-CT4500-Protein (Spur 1 und 2) wurde an GSH-Sepharose (2 µl
/ Assay) gebunden und in Gegenwart von 0,5 µCi 32P-g-ATP nach Zugabe von 100 µl Sf9-Ganzzellextrakt (Spur
2) sowie ohne Zugabe von Sf9-Ganzzellextrakt (Spur 1) in 1 x Kinasepuffer für 1h bei 30 °C inkubiert. Als
Negativ-Kontrolle wurden an GSH-Sepharose gebundenes GST-Protein (Spur 3 und 4) in Gegenwart von 0,5
µCi 32P-g-ATP mit 100 µl Sf9-Ganzzellextrakt (Spur 4) oder ohne Zugabe von Sf9-Ganzzellextrakt (Spur 3) in 1
x Kinasepuffer für 1h bei 30 °C inkubiert. Anschließend wurde die Reaktionen für 2 Min bei 1000 UpM
zentrifugiert, der Überstand verworfen und die pelletierten Protein-GSH-Sepharose mehrere Male mit 1 M NaCl-
HEMG und 0,2 M NaCl-HEMG gewaschen. Durch Zugabe von SDS-Pobenpuffer und Inkubation für 5 min bei
100 °C wurden die Bindung der DTAFII250-CT4500-Proteine an die GSH-Matrix aufgehoben, die GSH-
Sepharose durch Zentrifugation pelletiert und die Überstände auf ein 12 % iges PAA-Gel aufgetragen. Die
DTAFII250-Proteine wurden mit Coomassie-Blau gefärbt (rechts) und die Phosphorylierung mittels
Autoradiographie sichtbar gemacht (links). Das phosphorylierte Volllängen GST-DTAFII250-CT4500-Protein
sowie ein Translationsabbruch- oder Degradationsprodukt sind mit einem Pfeilkopf gekennzeichnet.
Anhand dieser Beobachtung wurden in vitro Kinase-Assays durchgeführt, in denen
DTAFII250-Proteine verwendet wurden, die zuvor durch Inkubation mit Sf9-Ganzzellextrakt
"aktiviert" worden sind. Hierfür wurden die Proteine His-DTAFII250-NT750 und GST-
DTAFII250-CT4500, sowie bakteriell exprimiertes GST-Protein durch Zugabe einer Ni2+-
gesättigte Chelating-Matrix bzw. GSH-Sepharose immobilisiert und mit einem Gemisch aus
Sf9-Ganzzellextrakt und ATP für 1 h bei 30 °C inkubiert (Abb.2.9, B). Anschließend wurden
die DTAFII250-Proteine durch wiederholtes Waschen gereinigt, jeweils 2 µl der immobili-
sierten Proteine mit Histon-Mix oder Histon H2B-Peptid versetzt und die Phosphorylierung
mittels Kinase-Assay, wie unter Kapitel 4.7. beschrieben, nachgewiesen.
Es konnte eine deutliche Autophopshorylierung des "aktivierten" GST-DTAFII250-
CT4500-Proteins, sowie eine Phosphorylierung der Histone H3 und H2B und des Histon
H2B-Peptids festgestellt werden (Abb.2.9, A, Spur 3 und 4). Nicht zuvor "aktivierte" Proteine
hingegen zeigten keinerlei Kinase-Aktivität (Abb.2.9, A, Spur 1 und 2). In einer der Kontroll-
Reaktionen konnte ebenfalls eine leichte, jedoch kaum wahrnehmbare Phosphorylierung im
Bereich der Histone H3 und H2B beobachtet werden, wenn das Protein zuvor mit Sf9-Extrakt
Ergebnisse
45
behandelt worden war (Abb.2.9, A, Spur 7), jedoch keine Phosphorylierung des H2B-Peptids
oder des GST-Proteins (Abb.2.9, A, Spur 6 und 7). Eine deutliche Phosphorylierung der
Histone H3 und H2B sowie des Histon H2B-Peptids konnte demnach nur in Gegenwart des
"aktivierten" GST-DTAFII250-CT4500-Proteins festgestellt werden und beruht möglicher-
weise auf der Notwendigkeit der posttranlationalen Modifizierung des Proteins. Um kataly-
tisch aktive Proteine zu erhalten, wurden die DTAFII250-Proteine deshalb unter Verwendung
des Baculovirus-Expression-Systems in eukaryotischen Zellen exprimiert.
Abb.2.9. E. coli-exprimiertes DTAFII250-CT4500-Protein ist erst nach Inkubation mit Sf9-Ganzzellextrakt
katalytisch aktiv. E.coli-exprimiertes, gereinigtes GST-DTAFII250-CT4500-Protein (A, Spur 1 - 4) und GST-
Protein (A , Spur 5 - 8) wurde an GSH-Sepharose (2 µl / Assay) gebunden und, nach vorangegangener
Inkubation mit Sf9-Ganzzellextrakt (A, Spur 3, 4, 6 und 8; siehe B), sowie ohne vorangegangene Inkubation mit
Sf9-Ganzzellextrakt (A, Spur 1, 2, 5 und 6; siehe B), mit 20 µg Histon-Mix (Spur 1, 3, 5 und 7) oder 10 µg H2B-
Peptid (A , Spur 2, 4, 6 und 8) in Gegenwart von 0,5 µCi 32P-g-ATP in 1 x Kinasepuffer für 1h bei 30 °C
inkubiert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-Pobenpuffer beendet und die Histone und Peptide
mittels SDS-PAGE (4 - 20 % Gradientengel, BioRad) von den DTAFII250-Fragmenten getrennt. Die Position
der Histon-Proteine im Proteingel wurde durch Färbung der Gele mit Coomassie-Blau bestimmt und ist jeweils
mit einem Pfeilkopf gekennzeichnet (dunkler Pfeilkopf: Histone H3 und H2B; heller Pfeilkopf: H2B-Peptid).
Die Phosphorylierung wurde mittels Autoradiographie sichtbar gemacht.
2.1.7. In vitro Kinase-Assays mit Sf9-exprimierten GST-FLAG-DTAFII250-Fusions-
proteinen
Im Gegensatz zu E. coli ermöglicht das Baculovirus-Expression-System die Herstellung
großer Mengen löslicher eukaryotischer Proteine, die posttranslational modifiziert werden
(Davies et al., 1993). Für die Expression von Proteinen mit diesem System wurden zunächst
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rekombinante Baculoviren erzeugt, die eine Expression Epitop-markierter Formen des
DTAFII250-Proteins in Sf9-Zellen ermöglichen.
In den unter Kapitel 2.1.6. beschriebenen Untersuchungen hat sich das GST-Epitop für
die Reinigung der DTAFII250-Fragmente als geeignet erwiesen, da weder eine unspezifische
Bindung anderer in Sf9-Ganzzellextrakten enthaltenen Kinasen an GSH-Sepharose, noch an
den GST-Fusionsanteil beobachtet werden konnte (siehe Abb.2.9). Aus diesem Grund wurde,
wie unter Kapitel 4.1.9.4. beschrieben, eine modifizierte Form des Baculo-Transfer-Vektors
pVL-FLAG hergestellt, der Vektor pVL-GST-FLAG (Abb.4.1). Der Vektor exprimiert GST-







sprechend einer in NCBI
veröffentlichten Sequenz
(ID NP_476956.1). Bei
den als NTK und CTK
deklarierten Domänen






NTK-  und  CTK-
D o m ä n e n  d e s
HTAFII250-Proteins be-
stimmt wurden. Ebenso




wurden der Literatur oder
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nommen. Wie in Kapitel
2.1.6. beschrieben, konn-
ten durch Sequenzierung der cDNA-Fragmente drei zusätzliche Sequenzen identifiziert werden, von denen die
beiden im COOH-Ter-minus lokalisierten Insertionen den Exon-Sequenzen 12a und 13a entsprechen
(D.Wassarman, persönliche Mit-teilung). NTK: potentielle NH2-terminale Kinase; HAT: Histonacetyltransferase
(Mizzen et al., 1996; Wassarman et al., 2000), UBAC: H1-Ubiquitinierungs-Domäne (Pham und Sauer, 2000);
R74: potentielle RAP74-bindende Domäne; B1 und B2: Bromodomäne 1 und 2 (Pfam-Datenbank); CTK:
potentiellen COOH-terminale Kinase. Unten: In Sf9-Zellen exprimierte GST-FLAG-Proteine. Die drei durch
Sequenzierung iden-tifizierten Sequenzen wurden in die schematischen Darstellung der NTK- und CTK-
Fragmente mit einbezogen.
Für die Expression von GST-FLAG-DTAFII250-Fusionsproteinen in Sf9-Zellen
wurden die, bereits in Kapitel 2.1.6. beschriebenen, für die Expression in E. coli hergestellten
cDNA-Fragmente in den Baculo-Transfer-Vektor pVL-GST-FLAG inseriert, sowie weitere
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COOH-terminale Fragmente durch PCR mit entsprechenden Primern amplifiziert und über
geeignete Restriktionsschnittstellen in den pVL-GST-FLAG-Vektor inseriert (Abb.2.10).
Durch Kotransfektion dieser Plasmide mit linearisierter Baculovirus DNA in Sf9-Zellen
konnten rekombinante Baculoviren hergestellt werden, welche die Expression GST-FLAG-
markierter DTAFII250-Proteine ermöglichten (4.5). Die rekombinanten Proteine wurden aus
Ganzzellextrakten infizierter Sf9-Zellen über Affinitätchromatographie gereinigt (4.5.4) und
mittels in vitro Kinase-Assay auf Kinase-Aktivität untersucht. Hierbei wurden neben den
bisher beschriebenen Histon-Proteinen und Histon-Peptiden rekombinante H2B-Histone als
Substrat eingesetzt, die zuvor in E. coli exprimiert und aus den jeweiligen Bakterienlysaten
chromatographisch isoliert wurden (4.4.3).
Das Molekulargewicht von fünf der neun exprimierten GST-FLAG-DTAFII250-CTK-
Proteine liegt etwa 10 kDa über dem anhand der NCBI-Sequenz erwarteten relativen
Molekulargewicht (Abb.2.11). Diese Beobachtung korreliert mit dem Vorkommen der Exon
12a und 13a Sequenzen (Abb.2.10), die bereits unter Kapitel 2.1.6. beschriebenen wurden.
Abb.2.11. In Sf9-Zellen exprimierte, gereinigte GST-FLAG-DTAFII250-Proteine. Die GST-FLAG-
DTAFII250-Proteine (siehe Abb.2.10) wurden unter Verwendung des Baculovirus-Expression-Systems in Sf9-
Zellen exprimiert, über Affinitätschromatographie (GSH-Sepharose, Pharmacia) aus Ganzzellextrakten gereinigt
und jeweils 1 µg der gereinigten Proteine auf zwei Proteingele (12 %) aufgetragen. Eines der Gele wurde mit
Coomassie-Blau gefärbt (A), das zweite Gel wurde einem Western-Blot unterzogen (B). Der Primärantikörper
(a-GST, Sigma) wurde in einer Verdünnung von 1 : 3000 eingesetzt, der Zweitantikörper (a-Rabbit-AP,
Sigma) in einer Verdünnung von 1 : 10000. Die Inkubationszeit betrug jeweils 1 h bei RT.
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2.1.7.1. Kinase-Aktivitäten der GST-FLAG-DTAFII250-Fusionsproteine
Erste Untersuchungen der möglicherweise als CTK und NTK agierenden DTAFII250-
Fragmente DTAFII250-CT1500, DTAFII250-NT1400 und DTAFII250-NT750 haben ergeben,
daß beide Fragmente sowohl auto- als auch transkatalytisch aktiv sind und das Histon H2B
sowie das Histon H2B-Peptid phosphorylieren, wobei die Phosphorylierung der Histone
durch das CTK-Fragment deutlicher ausgeprägt war (Abb.2.12).
Abb.2.12. GST-FLAG-DTAFII250-CT1500 phosphoryliert Histon H2B und Histon H2B-Peptid. Jeweils 1
µg Sf9-exprimiertes GST-FLAG-DTAFII250-CT1500- und GST-FLAG-DTAFII250-NT1400-Protein wurde mit
5 µg Histon H2B (Spur 1 und 2), sowie 5 µg H2B-Peptid (Spur 3 und 4) in Gegenwart von 0,5 µCi 32P-g-ATP in
1 x Kinasepuffer für 1 h bei 30 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Reaktionen durch
Zugabe von SDS-Probenpuffer beendet und die Histon-Proteine mittels SDS-PAGE (18 %) von den GST-
FLAG-Proteinen getrennt. Die Position der Histon-Proteine im Proteingel wurde durch Färbung der Gele mit
Coomassie-Blau bestimmt (rechts) und ist mit einem Pfeilkopf gekennzeichnet. Die Phosphorylierung wurde
mittels Autoradiographie sichtbar gemacht (links).
Aufgrund der Beobachtung, daß für eine Phosphorylierung des Histons H2B die
Aktivität des DTAFII250-CT1500-Proteins hinreichend ist, wurden verkürzte Formen des
CT1500-Proteins hergestellt, anhand derer die Aktivität der CTK auf eine bestimmte AS-
Sequenz eingeschränkt werden sollte. Hiefür wurde zunächst CTK-Proteine erzeugt, denen
verschieden lange Abschnitte der NH2-terminalen Sequenz des CT1500-Proteins fehlen
(Abb.2.10, Unten, A - E; Abb.2.11., Spur 1 - 5) und auf Kinase-Aktivität untersucht. Um die
Kinase-Aktivitäten der einzelnen Proteine vergleichen zu können, wurde jeweils 1µg der
gereinigten Proteine pro Kinase-Assay eingesetzt. Als Substrat wurde rekombinantes Histon
H2B sowie Histon H2B-Peptid verwendet (Abb.2.13).
Das Histon H2B wurde durch jedes der eingesetzten DTAFII250-Proteine phospho-
ryliert (Abb.2.13, Spur 1 - 6), die deutlichste Phosphorylierung jedoch erfolgte durch das
CT1500-Fragment (Abb.2.13, Spur 1). Auch die Autophosphorylierung ist bei dem CT1500-
Protein am deutlichsten ausgeprägt. Eine deutlich verringerte Auto- sowie Histon H2B-
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Phosphorylierung ist bereits bei dem CT1600-Fragment zu erkennen (Abb.2.13, Spur 2). Die
Intensität der Phosphorylierungssignale ist bei allen drei der NH2-terminal verkürzten CTK-
Proteine CT1600, CT1800 und CT1900 etwa gleich (Abb.2.13, Spur 2, 3 und 4), bei CT1900
eher noch geringer. Während eine Phosphorylierung des Histons H2B in verschiedener
Ausprägung durch jedes der verwendeten Proteine beobachtet werden konnte, war eine
Phosphorylierung des Histon H2B-Peptids nur in den Reaktionen mit CT1500-, NT1400- und
NT750-Proteinen sichtbar (Abb.2.13, Spur 7, 11 und 12). Wiederum ist die
Phosphhorylierung durch das DTAFII250-CT1500 Protein am deutlichsten ausgeprägt
(Abb.2.13, Spur 7).
Abb.2.13. Die Kinase-Aktivität NH2-terminal verkürzter Formen des GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-
Proteins ist deutlich reduziert. Jeweils 1 µg Sf9-exprimiertes GST-FLAG-DTAFII250-Protein (siehe Abb.2.10)
wurde mit 2 µg Histon H2B (Spur 1 - 8), sowie 2 µg H2B-Peptid (Spur 9 - 15), in Gegenwart von 0,5 µCi 32P-g-
ATP in 1 x Kinasepuffer für 1 h bei 30 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Reaktionen
durch Zugabe von SDS-Probenpuffer beendet und die Histon-Proteine mittels SDS-PAGE (18 %) von den GST-
FLAG-Proteinen getrennt. Die Position der Histon-Proteine im Proteingel wurde durch Färbung der Gele mit
Coomassie-Blau bestimmt und ist mit einem Pfeilkopf gekennzeichnet. Die Phosphorylierung wurde mittels
Autoradiographie sichtbar gemacht.
Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, daß die Entfernung der NH2-terminalen 100
Aminosäuren des CT1500-Proteins eine deutliche Reduktion der Kinase-Aktivität mit sich
bringt. Demzufolge wurde versucht die katalytisch aktive Domäne des DTAFII250-CT1500-
Proteins anhand weiterer verkürzter Formen des CT1500-Proteins zu lokalisieren, denen
verschieden lange Abschnitte der COOH-terminalen Sequenz fehlen (Abb.2.10, Unten, F - I;
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Abb.2.11, Spur 6 - 9). Wie zuvor wurden diese Proteine hinsichtlich ihrer Fähigkeit sich
selbst und das Histon H2B, als auch das Histon H2B-Peptid zu phophorylieren, untersucht
(Abb.2.14).
Die Kinase-Aktivität der COOH-terminal vekürzten Formen des CT1500-Proteins ist
im Vergleich mit der Aktivität der zuvor untersuchten NH2-terminal-verkürzten Proteine noch
deutlicher reduziert. Während eine Autophosphorylierung der NH2-terminal-verkürzten
Fragmente CT1600 und CT1800 im Vergleich zu dem CT1500-Protein zwar reduziert ist
(Abb.2.14, Spur 1 - 3), so ist sie dennoch deutlicher ausgeprägt als die Autophosphorylierung
der COOH-terminal verkürzten Proteine CT1500-1900, CT1500-1800, CT1500-1700 und
CT1500-1600 (Abb.2.14, Spur 5 - 8). Die Intensität des Autophosphorylierungssignals dieser
Fragmente ist mit der Phosphorylierung des CT1900-Proteins vergleichbar (Abb.2.14, Spur
4). Im Gegensatz zu dem vorangegangenen Versuch ist hier eine weitaus schwächere
Phosphorylierung des Histons H2B durch die NH2-terminal verkürzten Proteine CT1600,
CT1800 und CT1900 zu erkennen (vergleiche Abb.2.13, Spur 2 - 4 und Abb.2.14, Spur 2 - 4).
Da auch die Phosphorylierung des Histons H2B durch das CT1500-Protein etwas schwächer
erscheint, ist die Ursache hierfür vermutlich in einem der experimentellen Schritte zu suchen,
wie z.B. einer kürzeren Exposition des Film bei der Herstellung des Autoradiogramms oder
einer Inaktivierung der Auto- und Transkinase-Aktivität der DTAFII250-Proteine.
Abb.2.14. Die Kinase-Aktivität COOH-terminal verkürzter Formen des GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-
Proteins ist ebenfalls deutlich reduziert. Jeweils 1 µg Sf9-exprimiertes GST-FLAG-DTAFII250-Protein (siehe
Abb.2.10) wurde mit 2 µg Histon H2B (Spur 1 - 8), sowie 2 µg H2B-Peptid (Spur 9 - 15) in Gegenwart von 0,5
µCi 32P-g-ATP in 1 x Kinasepuffer für 1 h bei 30 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Reaktionen durch Zugabe von SDS-Probenpuffer beendet und die Histon-Proteine mittels SDS-PAGE (18 %)
von den GST-FLAG-Proteinen getrennt. Die Position der Histon-Proteine im Proteingel wurde durch Färbung
der Gele mit Coomassie-Blau bestimmt und ist mit einem Pfeilkopf gekennzeichnet. Die Phosphorylierung
wurde mittels Autoradiographie sichtbar gemacht.
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Zusammnefassend läßt sich soweit feststellen, daß jede der NH2- oder COOH-
terminal-verkürzten Formen des CT1500-Proteins eine deutlich verringerte Trans- sowie
Autokinase-Aktiviät aufweist (Abb.2.15). Demzufolge scheint die gesamte Sequenz der
Aminosäuren 1496 - 2133 für die katalytische Aktivität des Proteins notwendig zu sein.
Verwunderlich hierbei ist, daß die verkürzten Formen des CT1500-Proteins, wenn auch
deutlich geringere, dennoch Kinase-Aktivität aufweisen. Eine mögliche Erklärung hierfür
könnte sein, daß die Phosphorylierung der DTAFII250-Proteine nicht durch die Proteine selbt,
sondern durch eine aufgrund unspezifischer Wechselwirkungen kopurifizierte Kinase erfolgt
ist. Die Aktivität dieser Kinase scheint jedoch nur gering zu sein, da keines der DTAFII250-
Fragmente dem CT1500-Protein entsprechend stark phophoryliert ist. Wenig wahrscheinlich
ist, wenn auch nicht ausgeschlossen, daß es sich hierbei um eine Kinase handelt, die
spezifisch an das CT1500-Protein bindet und sowohl das DTAFII250-Protein als auch das
Histon H2B als Substrat erkennt und phosphoryliert. Ferner könnte es sein, daß die NH2- und
COOH-terminalen Sequenzen der DTAFII250-CTK entscheidend für die Bildung oder Stabili-
sierung der intakten Struktur der katalytischen Domäne sind und somit die katalytische
Aktivität beeinflussen. Die NH2- und COOH-terminal verkürzten CTK-Proteine wären somit
aufgrund geringerer Stabilität oder Fehlfaltungen vermindert aktiv.
Des weiteren konnte eine Phosphorylierung des Histons H2B und des Histon H2B-
Peptids durch die potentielle NTK des DTAFII250-Proteins beobachtet werden. Die Intensität
der Phosphorylierung war bei beiden NTK-Proteinen, NT1400 und der COOH-terminal
verkürzten Form NT750, gleich stark ausgeprägt und deutlich geringer als durch das CTK-
Protein.
Abb.2.15. Schematische Zusammenfassung der beobachteten Kinase-Aktivitäten
der GST-FLAG-DTAFII250-Proteine. Die Plus- und Minuszeichen geben die Stärke
der beobachteten Kinase-Aktivitäten wieder: starke (+++), weniger starke (++), geringe
(+), keine Phosphorylierung (-).
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2.1.7.2. Kinase-Aktivität der CTK CT1500
Im Folgenden sind in vitro Kinase-Experimente beschrieben, anhand derer die Kinase-
Aktivität des GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-Proteins näher charakterisiert werden sollte.
Hierfür wurden verschiedene Mengen (10 ng - 10 µg) des Proteins auf ihre Aktivität überprüft
(Abb.2.16), sowie die Autophosphorylierung und die Phosphorylierung verschiedener
Substrate in Abhängigkeit zur Zeit untersucht (Abb.2.17 - Abb.2.19). Für die Kinase-Assays
mit verschiedenen Mengen an DTAFII250-Protein wurden jeweils 5 µg rekombinantes Histon
H2B, Histon H2B-Peptid oder kein Substrat eingesetzt (Abb.2.16).
Abb.2.16. Phosphorylierung von Histon H2B und H2B-Peptid durch verschiedene Mengen an DTAFII250-
CT1500. Verschiedene Menge Sf9-exprimiertes GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-Protein (10 ng - 10 µg)
wurden mit 5 µg Histon H2B (Spur 5 bis 8) oder 5 µg H2B-Peptid (Spur 9 bis 11) in Gegenwart von 0,5 µCi 32P-
g-ATP in 1 x Kinasepuffer für 30 Min bei 30 °C inkubiert. Als Negativ-Kontrolle wurden Kinase-Assays mit
ansteigenden Mengen an GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-Protein in Abwesenheit von Histon und Peptid durch-
geführt (Spur 1 bis 4). Die Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-Pobenpuffer beendet und die Substrate
mittels SDS-PAGE (18 %) von den DTAFII250-Fragmenten getrennt. Die Position der Histone und Peptide im
Proteingel wurde durch Färbung der Gele mit Coomassie-Blau bestimmt und ist mit einem Pfeilkopf gekenn-
zeichnet. Die Phosphorylierung der Histone und Peptide wurde mittels Autoradiographie sichtbar gemacht.
Wie erwartet korreliert die Intensität des Phosphorylierungsignals mit der pro
Reaktion eingesetzten Menge an DTAFII250-Protein. Das stärkste Autophosphorylierungs-
signal ist zu erkennen, wenn pro Reaktion 10 µg des DTAFII250-CT1500-Proteins eingesetzt
wurden (Abb.2.16, Spur 4, 6 und 12). Eine ebenfalls deutliche, wenn auch etwas schwächere
Autophosphorylierung ist sichtbar, wenn lediglich 1 µg Protein pro Reaktion verwendet
wurde (Abb.2.16, Spur 3, 7 und 11). Nahezu kein Signal ist detektierbar, wenn 10 ng des
gereinigten Proteins eingesetzt wurden (Abb.2.16, Spur 1, 5 und 9), ein schwaches Signal ist
bei einer Mengen von 0,1 µg zu erkennen (Abb.2.16, Spur 2, 6 und 10). Ebenso verhält es
sich mit der Phosphorylierung der zugegebenen Substrate. Eine schwache Phosphorylierung
des Histons H2B ist bereits bei einer Menge von 10 ng DTAFII250-Protein pro
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Reaktionsansatz erkennbar, eine Phosphorylierung des Histon H2B-Peptids hingegen erst bei
einer Mengen von 0,1 µg DTAFII250-Protein pro Reaktionsansatz (Abb.2.16, Spur 5 und 10).
Die deutlichste Phosphorylierung des Histons H2B, sowie des Histon H2B-Peptids konnte ab
einer Menge von 1 µg DTAFII250-Protein pro Reaktion festgestellt werden (Abb.2.16, Spur 7,
8 und 11). Im Gegensatz zu der erheblichen Vestärkung des Phosphorylierungssignals durch
den Einsatz von 1 µg Protein antelle von 0,1 µg pro Kinase-Assay, ist keine drastische
Verstärkung des Signals durch den Einsatz von 10 µg des GST-FLAG-DTAFII250-
Fusionsproteins erkennbar, insofern H2B-Histone als Substrat verwendet wurden (Abb.2.16,
Spur 8). Aufgrund dieser Beobachtungen wurde in den folgenden Kinase-Assays jeweils 1 µg
DTAFII250-Protein pro Reaktion verwendet.
Um die autokatalytische Aktivität der CTK in Abhängigkeit zur Zeit zu untersuchen,
wurden in vitro Kinase-Reaktionen mit jeweils 1 µg des gereinigten GST-FLAG-DTAFII250-
Fusionsproteins durch Zugabe von 32P-g-ATP gestartet und nach Ablauf verschieden langer
Inkubationszeiten (0 - 60 Min) durch Zugabe von SDS-Probenpuffer und sofortiges Einfrieren
der Reaktionen in flüssigem Stickstoff beendet (Abb.2.17). Das gleiche Verfahren wurde
angewendet um die transkatalytische Aktivität in Abhängigkeit zur Zeit zu untersuchen,
wobei jeweils 10 µg Histon-Mix (Abb.2.18), 5 µg rekombinantes Histon H2B (Abb.2.19, A)
oder 5 µg Histon H2B-Peptid (Abb.2.19, B), sowie die beiden Histon H2B-Peptid-Mutanten
T4V/T2V/T22V (Abb.2.19, C) und S5A/S33A (Abb.2.19, D) als Substrat eingesetzt wurden.
In den Abbildungen 2.17. bis 2.19. ist ein zeitabhängiger Anstieg des
Autophosphorylierungsignals zu erkennen. Während die Intensität der Autophosphorylierung
über den gesamten Zeitraum von 1 h stetig zunimmt und nach einer 1 h vermutlich noch nicht
ihr Maximum erreicht hat, scheint die Phosphorylierung der zugegebenen Substrate nach
Ablauf von 30 Min abgeschlossen zu sein (Abb.2.18 und 2.19, Spur 5). Als Substrat wurden
die Histone H2B, H3 und H4 (Abb.2.18, A und B; Abb.2.19, A), sowie die Wildtypform des
Histon H2B-Peptids und die Histon H2B-Peptid-Mutante T4V/T20V/T22V erkannt
(Abb.2.19, B und C). Die Phosphorylierung von Histon H4 war hierbei deutlich schwächer
ausgeprägt als die Phosphorylierung der Histone H2B und H3 (Abb.2.18, A und B).
Überraschenderweise konnte ebenfalls eine Phosphorylierung der Histon H2B-Peptid-
Mutante S5A/S33A beobachtet werden (Abb.2.19, D). Das Phosphorylierungssignal war
jedoch deutlich geringer als das Signal des Wildtypeptids sowie der T4V/T20V/T22V-
Mutante. Dennoch spricht dieses Ergebnis dafür, daß auch Threonin als
Phosphatgruppenakzeptor erkannt wird, wobei Serin gegenüber Threonin von der DTAFII250-
CTK hinsichtlich der Phosphorylierung von H2B als Substrat bevorzugt wird. Daß die
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Phosphorylierung des Histon H2B durch das CT1500-Protein an Serin-Rest 33 erfolgt, konnte
durch Western-Blot-Analyse unter Verwendung eines a-Phosphoserin-spezifischen Anti-
körpers gezeigt werden (siehe Abb.2.35).
Abb.2.17. Autokatalytische Aktivität des GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-Proteins in Abhängigkeit zur
Zeit. Jeweils 1 µg Sf9-exprimiertes GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-Protein wurde in Gegenwart von 0,5 µCi
32P-g-ATP in 1 x Kinasepuffer verschieden lange (0 Min bis 1 h ) bei 30 °C inkubiert (Spur 1 bis 8). Die
Reaktionen wurden durch Einfrieren in flüssigem Stickstoff beendet. Nach Zugabe von SDS-Pobenpuffer
wurden die DTAFII250-Fragmente mittels SDS-PAGE (4 - 20 % Gradientengel, BioRad) nach Molekular-
gewicht aufgetrennt, die Position des Volllängen GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-Proteins durch Färbung der
Gele mit Coomassie-Blau bestimmt und auf dem Radiogramm mit einem Pfeilkopf gekennzeichnet (oberer
Pfeilkopf). Ein weiterer  Pfeilkopf kennzeichnet die Lauffront von GST (unterer Pfeilkopf). Die Phospho-
rylierung wurde mittels Autoradiographie sichtbar gemacht, wobei ein Film für 5 h (AUTORADIOGRAMM 1)
und ein weiterer Film zur Verdeutlichung der Phosphorylierung üN (AUTORADIOGRAMM 2) exponiert
wurden.
Abb.2.18. Phosphorylierung der Histone H3, H2B und H4 durch DTAFII250-CT1500 in Abhängigkeit zur
Zeit. Jeweils 1 µg Sf9-exprimiertes GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-Protein wurden mit 10 µg Histon-Mix
(Spur 1 bis 8) in Gegenwart von 0,5 µCi 32P-g-ATP in 1 x Kinasepuffer verschieden lange (0 Min bis 1 h) bei 30
°C inkubiert. Als Negativ-Kontrolle wurde ein Kinase-Assay mit 1 µg GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-Protein
in Abwesenheit von Histon-Mix durchgeführt (Spur 9). Die Reaktionen wurden durch Einfrieren in flüssigem
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Stickstoff beendet und nach Zugabe von SDS-Probenpuffer die Histone mittels SDS-PAGE (4 - 20 % Gradien-
tengel, BioRad (A, GEL1), 15 % (B, GEL2)) von den DTAFII250-Fragmenten getrennt. Die Position der Histone
im Proteingel wurde durch Färbung des Gels mit Coomassie-Blau bestimmt und ist mit einem Pfeilkopf gekenn-
zeichnet. Die Phosphorylierung wurde mittels Autoradiographie sichtbar gemacht, wobei ein Film für 5 h
(AUTORADIOGRAMM 1) und ein weiterer Film zur Verdeutlichung der Phosphorylierung üN (AUTO-
RADIOGRAMM 2) exponiert wurden.
Abb.2.19. Phosphorylierung von Histon H2B, Histon H2B-Peptid und der beiden H2B-Peptid-Mutanten
T4V/T20V/T22V und S5A/S33A durch DTAFII250-CT1500 in Abhängigkeit zur Zeit. Jeweils 1 µg Sf9-
exprimiertes GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-Protein wurde mit jeweils 5 µg rekombinantem Histon H2B (A),
5 µg H2B-Peptid (B) sowie 5 µg der H2B-Peptid-Mutanten T4V/T20V/T22V (C) und S5A/S33A (D) in
Gegenwart von 0,5 µCi 32P-g-ATP in 1 x Kinasepuffer verschieden lange (0 Min bis 1 h) bei 30 °C inkubiert
(Spur 1 bis 8). Die Sequenzen der beiden Peptid-Mutanten sind in Abb.2.3, C aufgeführt. Als Negativ-Kontrolle
wurden Kinase-Assays mit 1 µg GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-Protein in Abwesenheit der Histonproteine
durchgeführt (Spur 9). Die Reaktionen wurden durch Einfrieren in flüssigem Stickstoff beendet und nach Zugabe
von SDS-Pobenpuffer die Peptide mittels SDS-PAGE (4 - 20 % Gradientengel, BioRad) von den DTAFII250-
Fragmenten getrennt. Die Position der Histone und Peptide im Proteingel wurde durch Färbung der Gele mit
Coomassie-Blau bestimmt und ist jeweils mit einem Pfeilkopf gekennzeichnet. Die Phosphorylierung wurde
mittels Autoradiographie sichtbar gemacht, wobei ein Film für 5 h (AUTORADIOGRAMM 1) und ein weiterer
Film zur Verdeutlichung der Phosphorylierung üN (AUTORADIOGRAMM 2) exponiert wurden.
Die oben beschriebenen Experimente zeigen, daß die DTAFII250-CTK CT1500 die
Histone H3, H2B deutlich, und das Histon H4 geringfügig phoshoryliert (Abb.2.18), wobei
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die Phosphorylierung von H2B vorzugsweise an Serin-Resten erfolgt (Abb.2.19). In dem
folgenden Experiment wurde untersucht, ob das GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-Protein die
Histone H2B, H3 und H4 im Komplex mit anderen Histonen als Substrate erkennt und
phosphoryliert. Hierfür wurden Kinase-Assays mit jeweils 1 µg GST-FLAG-DTAFII250-
CT1500-Protein und 2 µg gereinigten Drosophila Histon-Oktameren (C. Beisel, persönliche
Gabe) durchgeführt. Als Kontrolle wurden zum einen Kinase-Assays ohne DTAFII250-
Protein durchgeführt, zum anderen wurde anstelle des CT1500-Proteins das Kinase-inaktive,
NH2-terminal verkürzte CTK-Fragment CT1900 eingesetzt (Abb.2.20).
Abb.2.20. Die Kinase-Aktivität COOH-terminal verkürzter Formen des GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-
Proteins ist ebenfalls deutlich reduziert. Jeweils 1 µg Sf9-exprimiertes GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-
Protein (Spur 3), GST-FLAG-DTAFII250-CT1900-Protein (Spur 4) oder E. coli-exprimiertes GST-Protein wurde
mit 2 µg gereinigten Drosophila Histon-Oktmaren in Gegenwart von 0,5 µCi 32P-g-ATP in 1 x Kinasepuffer für
1 h bei 30 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Reaktionen durch Zugabe von SDS-
Probenpuffer beendet und die Histon-Proteine mittels SDS-PAGE (15 %) von den GST-FLAG-Proteinen ge-
trennt. Die Position der Histon-Proteine im Proteingel wurde durch Färbung der Gele mit Coomassie-Blau
bestimmt und mit einem Pfeilkopf gekennzeichnet (rechts). Die Phosphorylierung wurde mittels Auto-
radiographie sichtbar gemacht (links), wobei ein Film für 5 h (AUTORADIOGRAMM 1) und ein weiterer Film
zur Verdeutlichung der Phosphorylierung üN (AUTORADIOGRAMM 2) exponiert wurden.
.
Eine schwache Phosphorylierung der Histone H2B, H3 und H4 ist in jeder der
Reaktionen zu erkennen (Abb.2.20, Spur 1 - 4). Diese Beobachtung läßt sich vermutlich auf
die Aktivität einer Drosophila-Kinase zurückführen, die bei der Reinigung der Histon-
Oktamere aufgrund von Wechselwirkungen mit der verwendeten Hydroxylapatit-Matrix oder
aufgrund einer Bindung an die Histon-Oktamere selbst kopurifiziert wurde. Die Phos-
phorylierung der Oktamer-Histone H3 und H2B ist jedoch entscheidend stärker, wenn der
Reaktion die DTAFII250-Kinase CT1500 zugegeben wurde (Abb.2.20, Spur 3). Demzufolge
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scheint die identifizierte CTK-Domäne die Phosphorylierung der Histone H3 nd H2B auch im
Histon-Oktamer zu katalysieren.
Desweitern sollte untersucht werden, ob eine Phosphorylierung der Histone H3 und
H2B ebenso am Nukleosom erfolgt. Die hierfür verwendeten Nukleosomen-Präparationen aus
Drosophila Embryonen zeigten jedoch selbst starke Kinase-Aktivität, weshalb sie für die
Versuche ungeeignet waren (S. Kwoczynski, nicht gezeigte Ergebnisse).
2.1.8. In vitro Kinase-Assays mit Sf9-exprimierten His-DTAFII250-Fusionsproteinen
Anhand der bisher dargestellten Kinase-Assays konnte gezeigt werden, daß DTAFII250 die
Einzelhistone H2B, H3 und H4, das Histon H2B-Peptid und die Oktamer-Histone H2B und
H3 phosphoryliert. Ebenso konnte gezeigt werden, daß im Falle von H2B die Phospho-
rylierung an Serin-Rest 33 erfolgt. Des weiteren scheinen die COOH-terminalen 637
Aminosäuren des Proteins für die Histonkinase-Aktivität essentiell zu sein, da die Enfernung
COOH-terminaler wie auch NH2-terminaler Sequenzen des DTAFII250-CT1500-Proteins zum
Verlust der Kinase-Aktivität führen oder sie zumindest stark verringern. Es läßt sich soweit
jedoch nicht ausschließen, daß die Histonphosphorylierung nicht durch das DTAFII250-
Protein selbst, sondern vielmehr durch ein assoziiertes Protein katalysiert wird, welches
möglicherweise spezifisch an die COOH-terminale Domäne des DTAFII250-Proteins bindet.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, diese Hypothese auf verschiedene Weise zu
beantworten. Zum einen durch Denaturierung-Renaturierungs-Experimente, zum anderen
durch gezielte Analyse der DTAFII250-Aminosäuresequenz unter Anwendung bioinforma-
tischer Methoden zur Herstellung Kinase-inaktiver Formen des CTK CT1500-Proteins.
In früheren Untersuchungen an enzymatisch-aktiven Proteinen wurden verschiedene
Ansätze gewählt, um eine spezifische enzymatische Aktivität einem spezifischen Protein
zuordnen und somit ein assoziiertes Protein ausschließen zu können. Einer dieser Ansätze
sind Membran-Denaturierung-Renaturierungs-Experimente. Hierbei wird das Protein dessen
Aktivität nachgewiesen werden soll auf eine Membran transferiert, das Protein anschließend
durch Inkubation in einer Harnstoff-haltigen Lösung denaturiert, gewaschen, renaturiert und
letztendlich einem Aktivität-Assay unterzogen. Diese Methode wurde bereits zuvor zur
Charakterisierung der Autokinase-Aktivität des HTAFII250-Proteins angewendet (Dikstein et
al., 1996). Eine zweite Möglichkeit die Aktivität eines Proteins nachzuweisen bilden "In-gel"-
Assays. Hierbei wird das Substrat des Enzyms in die Matrix eines Polyacrylamidgels (PAA-
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Gel) integriert, das vermeintliche Enzym auf das Substrat-PAA-Gel aufgetragen und
anschließend ein Aktivitäts-Assay mit dem im Gel befindlichen Enzym durchgeführt. "In-
gel"-Assays (4.7) wurden bisher erfolgreich z.B. zur Charakterisierung von Histonacetyl-
transferasen, Proteinkinasen sowie Histonmethyltransferasen angewendet (Brownell und
Allis, 1995; Geahlen et al., 1986; C. Beisel, unveröffentlichte Ergebnisse). Diese Ansätze
zeigten sich zur Charakterisierung der DTAFII250-CT1500 Kinase-Aktivität jedoch als unge-
eignet, da es nicht möglich war unspezifische Hintergrundsignale zu entfernen (S.
Kwoczynski, nicht gezeigte Ergebnisse).
Um dennoch ausschließen zu können, daß die beobachtete Histonphosphorylierung auf
einer DTAFII250-assoziierten Kinase beruht wurde eine andere Strategie gewählt. Unter
Verwendung des Baculovirus-Expression-Systems wurden enzymatisch aktive His-
DTAFII250-Fusionsproteine hergestellt, die unter denaturierenden Bedingungen gereinigt
werden konnten. Im Gegensatz zu den meisten Epitopen, die zur Aufreinigung rekombinanter
Proteine über Affinitätschromatographie verwendet werden, beruht die Bindung des Poly-His-
Epitops an zweiwertige Kationen nicht auf dessen Struktur bzw. Konformation. Demzufolge
können Poly-His-markierte Proteine unter denaturierenden Bedingungen über die Bindung
des Poly-His-Epitops an eine mit Ni2+, Zn2+ oder Mn2+-Ionen gesättigte Matrix gereinigt
werden.
Um rekombinante Baculoviren zur Expression von His-DTAFII250-Fusionsproteinen
erzeugen zu können, wurde, wie unter Kapitel 4.1.9.4. beschrieben, eine modifizierte Form
des Baculo-Transfer-Vektors pPB22-FLAG hergestellt, der Vektor pPB22-His-stat92E-CT,
dessen Sequenz anstelle des FLAG-Epitops ein Poly-His-Epitop-codiert (Abb.4.2). Durch
Insertion der DTAFII250-cDNA-Fragmente NT1400, CT1500 und CT1900 wurden Plasmide
hergestellt, die Poly-His-Epitop-markierte DTAFII250-Proteine exprimieren (4.1.9.5).
Die His-DTAFII250-Proteine wurden aus Ganzzellextrakten infizierter Sf9-Zellen zum
einen unter nativen Bedingungen, zum anderen unter denaturierenden Bedingungen
chromatographisch gereinigt (4.5.5) und mittels in vitro Kinase-Assays auf Kinase-Aktivität
hin untersucht. Als Substrat wurden, neben den bisher beschriebenen Histon-Proteinen und
Histon-Peptiden, rekombinante H3, H2B, H2A und H4-Histone eingesetzt, die zuvor in E.
coli exprimiert und aus den Bakterienlysaten chromatographisch gereinigt wurden (4.4.3). Pro
Reaktionsansatz wurde 1 µg der gereinigten His-DTAFII250-Proteine verwendet.
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2.1.8.1. Kinase-Aktivitäten der nativ gereinigten His-DTAFII250-Fusionsproteine
Den Ergebnissen der in vitro Kinase-Assays mit in Sf9-Zellen exprimierten GST-FLAG-
DTAFII250-Proteinen entsprechend, konnte eine deutliche Phosphorylierung der Histone H2B
und H3 (Abb.2.21, Spur 6 und 10), sowie eine schwächere Phosphorylierung von Histon H4
durch das His-DTAFII250-CT1500-Protein festgestellt werden (Abb.2.21, Spur 18), wenn
rekombinante Einzelhistone als Substrat eingesetzt wurden. Eine weniger deutliche Phospho-
rylierung der Histone H2B, H3 und H4 wurde beobachtet, wenn die NH2-terminale Domäne
des DTAFII250-Proteins (Abb.2.21, Spur 1, 5 und 9) oder das NH2-terminal-verkürzte
Fragment der DTAFII250-CTK (His-DTAFII250-CT1900) für die Katalyse eingesetzt wurden
(Abb.2.21, Spur 7, 11 und 19).
Abb.2.21. Kinase-Aktivität der nativ gereinigten His-DTAFII250-Fragmente. 1 µg Sf9-exprimiertes His-
DTAFII250-NT1400- (Spur 1, 5, 9, 13 und 17), His-DTAFII250-CT1500- (Spur 2, 6, 10, 14 und 18) und His-
DTAFII250-CT1900-Protein (Spur 3, 7, 11, 15 und 19) wurden mit 2 µg Histon-Mix (Spur 1 - 3) oder 2 µg der
rekombinanten Histone H3 (Spur 5 - 7), H2B (Spur 9 - 11), H2A (Spur 13 - 15) und H4 (Spur 17 - 19) in
Gegenwart von 0,5 µCi 32P-g-ATP in 1 x Kinasepuffer für 1h bei 30 °C inkubiert. Als Negativ-Kontrolle wurden
Kinase-Assays mit jeweils 10 µg Histon-Mix (Spur 4) und 2 µg der rekombinanten Histone in Abwesenheit der
DTAFII250-Fragmente durchgeführt (Spur 8, 12, 16 und 20). Die Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-
Pobenpuffer beendet und die Peptide mittels SDS-PAGE (15 %) von den DTAFII250-Fragmenten getrennt. Die
Position der Histone im Proteingel wurde durch Färbung der Gele mit Coomassie-Blau bestimmt und ist mit
einem Pfeilkopf gekennzeichnet. Die Phosphorylierung der Histone wurde mittels Autoradiographie sichtbar
gemacht.
Im Vergleich zu den Reaktionen mit rekombinanten Einzelhistonen, war die Phospho-
rylierung der Histone H2B und H3 deutlich geringer wenn Histon-Mix als Substrat eingesetzt
wurde (Abb.2.21, Spur 1- 3). Diese Beobachtung läßt sich vermutlich darauf zurückführen,
daß jeweils 2 µg Histon-Mix, sowie 2 µg der Einzelhistone pro Reaktion eingesetzt wurden,
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was bedeutet, daß in den Reaktionen mit rekombinanten Einzelhistonen wesentlich mehr
Moleküle der Histone H2B und H3 enthalten waren, als in den Reaktionen mit Histon-Mix.
Wurden Histon-Peptide als Substrat zur Charakterisierung der Kinase-Aktivitäten der
His-DTAFII250-Proteine verwendet, so konnte eine deutliche Phosphorylierung des Histon
H2B-Peptids durch die COOH-terminale Domäne von DTAFII250 (His-DTAFII250-CT1500)
beobachtet werden (Abb.2.22, Spur 6), eine weniger deutliche Phosphorylierung durch das
NH2-terminale DTAFII250-Fragment His-DTAFII250-NT1400 (Abb.2.22, Spur 5). Eine Phos-
phorylierung des Histon H2B-Peptids durch das CTK-Fragment His-DTAFII250-CT1900 war
nicht erkennbar (Abb.2.22, Spur 7), noch wurde eines der Peptide H3, H2A und H4 durch
His-DTAFII250-CT1900 phosphoryliert (Abb.2.22, Spur 3, 11 und 15). Auch die Proteine
His-DTAFII250-CT1500 und His-DTAFII250-NT1400 bewirkten keine Phosphorylierung des
Histon H4-Peptids (Abb.2.22, Spur 13 und 14), jedoch eine leichte Phosphorylierung der
Histon-Peptide H3 und H2A (Abb.2.22, Spur 1, 2, 9 und10). Diese Ergebnisse spiegeln die
Ergebnisse der in vitro Kinase-Assays mit Volllängen DTAFII250-Protein wider (Abb.2.2).
Abb.2.22. Deutliche Phosphorylierung des Histon H2B-Peptids durch Sf9-exprimiertes His-DTAFII250-
CT1500-Protein. Jeweils 1 µg Sf9-exprimiertes His-DTAFII250-NT1400- (Spur 1, 5, 9 und 13), His-
DTAFII250-CT1500- (Spur 2, 6, 10 und 14) oder His-DTAFII250-CT1900-Protein (Spur 3, 7, 11 und 15) wurden
mit 2 µg H3- (Spur 1, 2 und 3), H2B- (Spur 5, 6 und 7), H2A- (Spur 9, 10 und 11) oder H4-Peptid (Spur 13, 14
und 15) in Gegenwart von 0,5 µCi 32P-g-ATP in 1 x Kinasepuffer für 1h bei 30 °C inkubiert. Als Negativ-
Kontrolle wurden Kinase-Assays mit jeweils 2 µg der verwendeten Histon-Peptide in Abwesenheit der
DTAFII250-Fragmente durchgeführt (Spur 4, 8, 12 und 16). Die Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-
Pobenpuffer beendet und die Peptide mittels SDS-PAGE (18%) von den DTAFII250-Fragmenten getrennt. Die
Position der Peptide im Proteingel wurde durch Färbung der Gele mit Coomassie-Blau bestimmt und ist mit




In allen Reaktionen der His-DTAFII250-Fragmente war eine deutliche Phospho-
rylierung der DTAFII250-Proteine zu erkennen. Im Vergleich zu der sehr starken Phospho-
rylierung des CTK-Proteins DTAFII250-CT1500 und des NH2-terminalen DTAFII250-
Fragments DTAFII250-NT1400, wurde das CTK-Fragment DTAFII250-CT1900 nur wenig
phosphoryliert (Abb.2.21; Abb.2.22). Die nativ gereinigten His-DTAFII250-Proteine verhalten
sich demzufolge im wesentlichen wie es bereits für das Volllängen Protein und die GST-
Epitop-markierten DTAFII250-Proteine beschrieben wurde.
In früheren Untersuchungen zur Charakterisierung der NH2-terminalen und COOH-
terminalen Kinase-Aktivitäten von humanem DTAFII250 wurde gezeigt, daß eine effiziente
Phosphorylierung von RAP74 nur dann statt findet wenn beide Kinase-Domänen vorhanden
sind (Dikstein et al., 1996). Um diese Möglichkeit hinsichtlich der Phosphorylierung des
Histons H2B durch die DTAFII250-Kinasen NT1400 und CT1500 zu überprüfen wurden in
vitro Kinase-Assays durchgeführt, anhand derer die Aktivität der einzelnen Domänen mit der
Aktivität beider Domänen verglichen werden sollte. Hierfür wurden jeweils 1 µg der nativ
gereinigten Proteine His-NT1400 und His-CT1500 mit den Histon-Peptiden H3, H2B, H2A
und H4 inkubiert. Des weiteren wurden Kinase-Assays durchgeführt, in welchen beide
Domänen in Kombination miteinander eingesetzt wurden (Abb.2.23). Es konnte jedoch keine




Peptiden wird durch Koi-




Jeweils 1 µg Sf9-exprim-
iertes His-DTAFII250-NT-
1400- (Spur 1, 5, 9 und 13),
His-DTAFII250-CT-1500-
Protein (Spur 2, 6, 10 und
14) oder ein Gemisch
beider DTAFII250-Frag-
mente aus jeweils 0,5 µg
His-DTAFII250-NT1400-
und 0,5 µg His-DTAFII250-
CT1500-Protein (Spur 3, 7,
11 und 15) wurden mit 1 µg
H3- (Spur 1, 2 und 3), H2B- (Spur 5, 6 und 7), H2A- (Spur 9, 10 und 11) oder H4-Peptid (Spur 13, 14 und 15) in
Gegenwart von 0,25 µCi 32P-g-ATP in 1 x Kinasepuffer für 1h bei 30 °C inkubiert. Als Negativ-Kontrolle
wurden Kinase-Assays mit jeweils 1 µg der verwendeten Histon-Peptide in Abwesenheit der DTAFII250-
Fragmente durchgeführt (Spur 4, 8, 12 und 16). Die Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-Pobenpuffer
beendet und die Peptide mittels SDS-PAGE (18 %) von den DTAFII250-Fragmenten getrennt. Die Position der
Peptide im Proteingel wurde durch Färbung der Gele mit Coomassie-Blau bestimmt und ist mit einem Pfeilkopf
gekennzeichnet. Die Phosphorylierung der Peptide wurde mittels Autoradiographie sichtbar gemacht.
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Um der Möglichkeit nachzugehehen, daß die beobachtete Histonphosphorylierung
durch eine DTAFII250-assoziierte Kinase katalysiert wird, anstatt durch das DTAFII250-
Protein, wurden die zuvor nativ gereinigten His-DTAFII250-Proteine zwei weiteren
Reinigungsschritten unterzogen (4.5.5.1. und 4.5.5.2.). Einzelne Fraktionen der His-
DTAFII250-Proteine wurden auf eine kationische Matrix (SourceQ) aufgetragen und so von
anderen Proteinen, die aufgrund ihrer Ladung nicht mit der kationischen Matrix interagieren,
chromatographisch getrennt. Das Prinzip der Proteinreinigung über Anionenaustausch beruht
auf der Fähikeit negativ geladener Proteine an eine positiv geladene Matrix zu binden. Ob ein
Protein negativ oder positiv geladen ist, hängt zum einen von seiner Aminosäure-
zusammensetzung ab, zum anderen vom pH-Wert der Lösung, in welcher es sich befindet.
Die Ladung die ein Protein bei neutralem pH-Wert einnimmt, wird durch den Wert des
Isoelektrischen Punkts (IP) wiedergegeben. Dementsprechend wurden zunächst die IP-Werte
der His-DTAFII250-Fusionsproteine bestimmt: Der IP-Wert des His-DTAFII250-NT1400-
Proteins beträgt 4.48, der des His-DTAFII250-CT1500-Protein 4.5 und der IP-Wert des CTK-
Fragments His-DTAFII250-CT1900 liegt bei 4.19. Den IP-Werten zu Folge konnten alle drei
Proteine bei neutralem pH über Anionenaustausch gereinigt werden. Die so konzentrierten
Proteine wurden anschließend auf eine Gelfiltrationssäule (Superdex200) aufgetragen. Durch
diesen Reinigungsschritt konnten gezielt diejenigen Proteine entfernt werden, die eine vom
Molekulargewicht der His-DTAFII250-Fusionsproteine abweichende Größe aufwiesen. Auf
diese Weise konnten auch Translationsabbruchproteine sowie Degradationsprodukte elimi-
niert werden. Die Proteine der drei geschilderten Reinigungsstufen sind im Folgenden durch
die Kürzel R1 (Reinigung über Ni2+- oder Zn2+-Matrix), R2 (zusätzliche Reinigung über
SourceQ-Matrix) und R3 (zusätzliche Reinigung über Superdex200-Matrix) gekennzeichnet.
Aliquots dieser drei Reinigungsstufen wurden durch in vitro Kinase-Assays auf Kinase-
Aktivität hin untersucht. Als Substrat wurden Histon-Mix, rekombinante Histone und





Abb.2.24. Die Kinase-Akivität der Sf9-exprimierten His-DTAFII250-Fragmente ist nach weiterer
Reinigung deutlich reduziert. His-Epitop-markierte DTAFII250-NT1400-, DTAFII250-CT1500- und
DTAFII250-CT1900-Proteine wurden unter Verwendung des Baculovirus-Expression-Systems in Sf9-Zellen
exprimiert und unter nativen Bedingungen über Affinitätschromatographie mit Ni2+- oder Zn2+-Chelatingagarose
aus den entsprechenden Sf9-Ganzzelletrakten gereinigt (R1; Spur 1, 4, 7, 10, 13 und 16). Die DTAFII250-Protein
enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt, Alliquots für Kinase-Assays abgenommen und anschließend zwei
weiteren Reinigungsschritten über SourceQ (R2; Spur 2, 5, 8, 11, 14 und 17) und Superdex200 (R3; Spur 3, 6, 8,
12, 15 und 18) unterzogen. Jeweils 1 µg der gereinigten His-DTAFII250-NT1400- (A), His-DTAFII250-CT1500-
(B) und His-DTAFII250-CT1900-Proteine (C) wurden mit 2 µg Histon-Mix (Spur 1, 2 und 3), Histon H3 (Spur
4, 5 und 6), Histon H2B (Spur 7, 8 und 9), Histon H2A (Spur 10, 11 und 12). Histon H4 (Spur 13, 14 und 15)
und gereinigten Drosophila Histon-Oktameren (Spur 16, 17 und 18) in Gegenwart von 0,5 µCi 32P-g-ATP in 1 x
Kinasepuffer für 1h bei 30 °C inkubiert. Als Negativ-Kontrolle wurden Kinase-Assays mit jeweils 2 µg der
verwendeten Histone in Abwesenheit der DTAFII250-Fragmente durchgeführt. Die Negativ-Kontrollen sind hier
mit Ausnahme der gereinigte Histon-Oktamere (C, Spur 19) nicht gezeigt (siehe gegebenenfalls Abb.2.21 und
2.22). Die Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-Pobenpuffer beendet und die Histone mittels SDS-PAGE
(15 %) von den DTAFII250-Fragmenten getrennt. Die Position der Histone im Proteingel wurde durch Färbung
der Gele mit Coomassie-Blau bestimmt und ist mit einem Pfeilkopf gekennzeichnet. Die Phosphorylierung der
Histone wurde mittels Autoradiographie sichtbar gemacht.
Wie zuvor beobachtet ist in den in Abb.2.24. dargestellten Kinase-Assays eine
deutliche Phosphorylierung der Histone H2B und H3, sowie eine schwache Phosphorylierung
des Histons H4 durch das R1-His-DTAFII250-CT1500-Protein zu erkennen, wenn Histon-Mix
als Substrat zugegeben wurde (Abb.2.24, B, Spur 1). Deutlich schwächer war die Phospho-
rylierung dieser Histone durch die R1-Proteine His-DTAFII250-CT1900 und His-DTAFII250-
NT1400 (Abb.2.24, A und C, Spur 1). Wurden anstelle der R1-His-DTAFII250-Proteine, R2-
oder R3-His-DTAFII250-Proteine verwendet, so konnte lediglich eine sehr schwache, bis
keine Phosphorylierung der Histone H2B und H3 festgestellt werden, eine Phosphorylierung
des Histons H4 war nicht erkennbar (Abb.2.24, A, B und C, Spur 2 und Spur 3).
Wurden rekombinante Histone als Substrat eingesetzt, so wurden, mit Ausnahme des
Histons H4, das als Einzelhiston deutlich stärker phosphoryliert wurde als das H4-Histon im
Histon-Mix (vergleiche Abb.2.24, B, Spur 1 mit Spur 13), im wesentlichen dieselben Phos-
phorylierungssignale beobachtet, wie es für die Reaktionen mit Histon-Mix beschrieben
wurde (Abb.2.24, A - C, Spur 4 - 15).
Wurden gereinigte Drosophila Histon-Oktamere als Substrat verwendet, so konnte
eine deutliche Phosphorylierung des Histons H3 und eine leichte Phosphorylierung von
Histon H4 durch R1-His-DTAFII250-CT1500 beoachtete werden (Abb.2.24, B, Spur 16).
Zusätzlich ist ein Phosphorylierungssignal unterhalb von Histon H2B zu erkennen, das durch
Abgleich des Autoradiogramms mit dem entsprechenden Gel weder dem Histon H2B, noch
dem Histon H2A zugeordnet werden konnte (Abb.2.24, B, Spur 16).
Ferner konnte festgestellt werden, daß die untersuchten DTAFII250-Fragmente mit
steigendem Reinheitsgrad nicht nur an Histonkinase-Aktivität, sondern ebenso ihre Auto-
kinase-Aktivität verlieren. So konnte eine drastische Verminderung der Phosphorylierung der
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DTAFII250-Proteine in jenen Reaktionen beobachtet werden, in denen R3-DTAFII250-
Proteine eingesetzt wurden (Abb.2.24, A, B und C, Spur 3, 6, 9, 12 und 15). Während die R2-
Proteine CT1500 und NT1400 noch deutlich phophoryliert sind (Abb.2.24, A und B, Spur 2,
5, 8, 11 und 14), ist die Phosphorylierung des CT1900-Fragments bereits nach der Reinigung
R2 drastisch reduziert (Abb.2.24, A , B  und C, Spur 2, 5, 8, 11 und 14). Die R3-Proteine
CT1500 und NT1400 sind ebenfalls deutlich weniger phosphoryliert (Abb.2.24, A und B,
Spur 3, 6, 9, 12 und 15).
Zusammenfassend läßt sich festtellen, daß die Kinase-Aktivitäten der unter nativen
Bedingungen gereinigten Proteine bereits durch die Einführung eines zusätzlichen Reini-
gungsschritts deutlich verringert sind. Ob diese Reduktion auf dem Entfernen einer assozi-
ierten Kinase beruht oder auf einer Inaktivierung des Enzyms während der chromato-
graphischen Reinigung ist unklar.
2.1.8.2. Kinase-Aktivitäten der renaturierten His-DTAFII250-Fusionsproteine
Die Untersuchung der nativ gereinigte His-DTAFII250-Fusionsproteine hat ergeben, daß die
Poly-His-Epitop-markierten Proteine enzymatisch aktiv sind und im wesentlichen die selben
Eigenschaften aufweisen wie die entsprechenden GST-FLAG-Proteine. Es sollte demnach
möglich sein durch die Renaturierung von denaturierend gereinigten His-DTAFII250-
Fusionsproteine enzymatisch aktive Proteine zu erhalten. Die Reinigung der denaturierten
His-DTAFII250-Proteine erfolgte über Affinitätschromatographie unter Verwendung von
Guanidin-haltigem Puffer, wie unter Kapitel 4.5.6. beschrieben. Für die Renaturierung
wurden die gereinigten Proteine für mehrere Stunden bei 4 °C gegen Arginin-Reanturierungs-
puffer dialysiert (4.5.7) Im Folgenden wird die Kinase-Aktivität der unter denaturierenden
Bedingungen gereinigten und renaturierter DTAFII250-Proteine NT1400 und CT1500 be-
schrieben (Abb.2.25 und 2.26).
In dem unter Abbildung 2.25. gezeigten Kinase-Assay ist eine deutliche Phospho-
rylierung des Histons H2B, sowie der DTAFII250-Proteine selbst zu erkennen (Abb.2.25,
Spur 7 - 10). Im Vergleich mit den unter Abb.2.21 gezeigten Kinase-Assays der nativ
gereinigten Proteine His-DTAFII250-NT1400, -CT1500 und -CT1900 wird deutlich, daß die
unter denatu-rierenden Bedingungen gereinigten Proteine weitaus weniger
Degradationsprodukte auf-weisen. Dieser Sachverhalt spiegelt sich in den Kinase-Reaktionen
der Abb.2.25. und 2.26. wider. Während in Reaktionen mit nativ gereinigten Proteinen
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zahlreiche Phosphorylierungs-signale unterhalb der "Volllängen" Fragmente sichtbar waren,
sind hier die Phosphoryl-ierungssignale auf wenige Banden beschränkt. Einen weiteren
Unterschied zu den nativ gerei-nigten Proteinen stellt die Intensität der Phosphorylierung dar.
Während die Phosphorylierung des Histons H2B durch das nativ gereinigte His-DTAFII250-
CT1500 sowie das GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-Protein deutlicher ausgeprägter war als
das Signal des NT1400-Proteins, scheint die Phosphorylierung durch die renaturierten
Proteine gleich stark zu sein. Auffallend war zudem ein Phosphorylierungssignal im Bereich
von 62 kDa bei beiden der Proteine (Abb.2.25 und 2.26, Sternchen).
Abb.2.25. Die renaturierten DTAFII250-Proteine NT1400 und CT1500 phosphorylieren Histon H2B.
Jeweils 0,25 µg renaturiertes His-DTAFII250-NT1400- (Spur 1, 2, 7 und 8) oder His-DTAFII250-CT1500-
Protein (Spur 3, 4, 9 und 10) wurden mit 1 µg (Spur 5, 7 und 9) oder 10 µg (Spur 6, 8 und 10) Histon H2B,
sowie ohne H2B-Histon (Spur 1, 2, 3 und 4), in Gegenwart von 0,2 µCi 32P-g-ATP in 1 x Kinasepuffer für 1h bei
30 °C inkubiert. Als Negativ-Kontrolle wurden Kinase-Assays mit 1 µg und 10 µg H2B-Histon in Abwesenheit
der DTAFII250-Fragmente durchgeführt (Spur 5 und 6). Die Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-Poben-
puffer beendet und die Peptide mittels SDS-PAGE von den DTAFII250-Fragmenten getrennt. Die Position der
Histone im Proteingel wurde durch Färbung der Gele mit Coomassie-Blau bestimmt und ist mit einem Pfeilkopf
gekennzeichnet. Die Phosphorylierung der Histone und DTAFII250-Fragmente wurde mittels Autoradiographie
sichtbar gemacht. Das Sternchen (*) kennzeichnet eine unspezifische Bande.
Wurden Histon H2B-Peptide als Substrat eingesetzt, so war, wie erwartet eine Phos-
phorylierung des Wildtyp Histon H2B-Peptids als auch der beiden H2B-Peptid-Mutanten
T4V/T20V/T22V und S5A sichtbar (Abb.2.26, A, B und C, Spur 2 - 5), jedoch keine Phos-
phorylierung der H2B-Peptid-Mutante S33A (Abb.2.26, D, Spur 2 - 5). Diese Beobachtung
entspricht den unter 2.1.3 und 2.1.4 erläuterten Ergebnissen zur Kinase-Aktivität des Voll-
längen Proteins. Des weiteren war eine deutliche Phosphorylierung des renaturierten His-
DTAFII250-NT1400-Proteins zu erkennen (Abb.2.26, A , B , C  und D , Spur 2 und 3), die
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Phosphorylierung des His-DTAFII250-CT1500-Proteins war weniger deutlich ausgeprägt
(Abb.2.26, A, B, C und D, Spur 4 und 5).
Abb.2.26. Die renaturierten DTAFII250-Proteine NT1400 und CT1500 phosphorylieren H2B an Serin-
Rest 33. Etwa 0,25 µg renaturiertes His-DTAFII250-NT1400- (Spur 2 und 3) oder His-DTAFII250-CT1500-
Protein (Spur 4 und 5) wurden mit 1 µg (Spur 2 und 4) oder 10 µg (Spur 3 und 5) Wildtyp H2B-Peptid (A) oder
einer der unter Abb.2.3, C und Abb.2.4, C aufgeführten H2B-Peptid-Mutanten (B, C, D) in Gegenwart von 0,2
µCi 32P-g-ATP in 1 x Kinasepuffer für 1h bei 30 °C inkubiert. Als Negativ-Kontrolle wurden Kinase-Assays mit
jeweils 10 µg der verwendeten H2B-Peptide in Abwesenheit der DTAFII250-Fragmente durchgeführt (Spur 1).
Die Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-Pobenpuffer beendet und die Peptide mittels SDS-PAGE (18 %)
von den DTAFII250-Fragmenten getrennt. Die Position der Peptide im Proteingel wurde durch Färbung der Gele
mit Coomassie-Blau bestimmt und ist mit einem Pfeilkopf gekennzeichnet. Die Phosphorylierung der Peptide
wurde mittels Autoradiographie sichtbar gemacht. Das Sternchen (*) kennzeichnet eine unspezifische Bande.
Sowohl die Phophorylierung der Histon H2B-Peptide als auch der DTAFII250-
Proteine scheint im Vergleich zu den nativ gereinigten Proteinen herabgesetzt zu sein. Diese
Beobachtung dahingehend erklärt werden, daß die Renaturierung nicht quantitativ verlief.
Wie zuvor erwähnt, konnte auch in diesen Reaktionen ein Phosphorylierungssignal
unterhalb der beiden DTAFII250-Proteine auf der Höhe von 62 kDa beobachtet werden
(Abb.2.25 und Abb.2.26, Sternchen). Um einen Hinweis zu erhalten, ob dieses Signal auf die
Phosphorylierung von Translationsabbruch- oder Degradationsprodukten der beiden Proteine
beruht, wurden Silberfärbungen und Western-Blot-Analysen mit a-His-spezifischen Anti-
körpern an den denaturierten sowie renaturierten Proteinen durchgeführt (Abb.2.27). Während
eine Proteinbande im Bereich von 62 kDa mittels Western-Blot-Analyse nicht nachgewiesen
werden konnte, war im Silber-gefärbten Gel eine, wenn auch sehr schwache Bande im
Bereich von 62 kDa zu erkennen (Abb.2.27, Sternchen). Weitaus wahrscheinlicher ist es dem-
zufolge, daß es sich bei dem beobachteten Signal um ein kopurifiziertes Protein handelt,
welches entweder durch das DTAFII250-Protein phosphoryliert wird, oder selbst Kinase-
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Aktivität aufweist. Diese Vermutung wurde in weiteren in vitro Kinase Assays, in welchen
das NTK-Protein NT750 auf Kinase-Aktivität untersucht wurde, bestätigt. Obwohl das Mole-
kulargewicht des His-DTAFII250-NT750-Proteins 62 kDa unterschreitet (kDa), konnte ein
Phosphorylierungssignal im Bereich von 62 kDa festgestellt werden (S. Kwoczynski, nicht
gezeigte Ergebnisse). Demnach muß es sich um ein Protein handeln, daß selbst unter
stringenten Bedingungen unspezifisch an die für die Reinigung der Proteine verwendete
Affinitätsmatrix bindet. Es wurde versucht, die renaturierten Proteine unter Verwendung des
Vivapure Mini H-Starter Kits weiter zu reinigen, die kopurifierte Aktivität konnte jedoch
nicht entfernt werden (S. Kwoczynski, nicht gezeigte Ergebnisse). Zusätzlich wurde in den
verwendeten His-DTAFII250-NT1400- und His-DTAFII250-NT750-Fraktionen eine Bande
oberhalb von 83 kDa festgestellt (Abb.2.27 und S. Kwoczynski, nicht gezeigte Ergebnisse).
Auch diese Bande konnte mit Hilfe des Vivapure Mini H-Starter Kits nicht enfernt werden.
Anhand der bisherigen Ergebnisse kann demnach nach wie vor nicht ausgeschlossen
werden, ob es sich bei der beobachteten Kinase-Aktivität um die Aktivität des DTAFII250-
Proteins handelt oder um die Aktivität einer assoziierten Kinase.
Abb.2.27. Silberfärbung der denatureiernd gerinigten
und renaturierten Proteine His-DTAFII250-CT1500 und
His-DTAFII250-NT1400. vergleiche Abb.2.25 und
Abb.2.26. D: denaturiertes Protein; R: renaturiertes Protein.
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2.2. Anwendung bioinformatischer Methoden zur Charakterisierung der Kinase-
Aktivität von DTAFII250
Durch die bisher dargestellten in vitro Kinase-Assays konnte gezeigt werden, daß die COOH-
terminalen 637 Aminosäuren, sowie die NH2-terminalen 290 Aminosäuren des DTAFII250-
Proteins die Phosphorylierung der Histone H3 und H2B vermitteln. Des weiteren geht aus
diesen Untersuchungen hervor, daß die COOH-terminalen 637 Aminosäuren des Proteins für
die Histonkinase-Aktivität sowohl ausreichend als auch essentiell sind, da die Deletion
COOH-terminaler wie auch NH2-terminaler Sequenzen des DTAFII250-CT1500-Proteins zum
Verlust der Kinase-Aktivität führt oder sie zumindest stark verringern. Es konnte bisher
jedoch nicht ausgeschlossen werden, daß die Histonphosphorylierung nicht durch das
DTAFII250-Protein selbst, sondern vielmehr durch ein assoziiertes Protein katalysiert wird,
welches möglicherweise spezifisch an die COOH-terminale Domäne des DTAFII250-Proteins
bindet.
Eine Möglichkeit die katalytische Aktivität eines Protein zu belegen ist die Erzeugung
katalytisch-inaktiver Formen dieses Proteins. Hierfür können zufällige oder gezielte
Punktmutationen in die Proteinsequenz eingeführt werden. Für die gezielte Einführung von
Punktmutationen ist die Kenntnis der katalytisch aktiven Aminosäuren essentiell. Als erster
Ansatz für die Erzeugung eines Kinase-inkativen DTAFII250-Proteins wurde deshalb die
Identifizierung potentiell katalytisch aktiver Aminosäuren des DTAFII250-Proteins durch eine
Analyse seiner Aminosäuresequenz gewählt. DTAFII250 war bereits in frühren Unter-
suchungen Objekt von Sequenzanalysen, anhand derer versucht wurde die katalytische
Domäne der NTK des HTAFII250-Proteins zu identifizieren (Dikstein et al., 1996). Es
konnten insgesamt fünf verschiedene Sequenzmotive beschrieben werden, von denen drei
Ähnlichkeit mit der Serin/Threonin-Kinase PIM-1 und zwei Ähnlichkeit mit der
Serin/Threonin-Kinase PKS aufweisen (Dikstein et al., 1996). In späteren Experimenten
konnte eine mutierte Form des HTAFII250-NTK-Proteins N1398 hergestellt werden
(TAFII250-N1398A), deren auto- und transkatalytische Kinase-Aktivität verringert ist
(O'Brien und Tjian, 1998). Es wurde ebenfalls versucht die katalytisch aktive Domäne der
CTK des HTAFII250-Proteins zu identifizieren, wobei jedoch keine Sequenzähnlichkeit zu
bereits bekannten Kinasen festgestellt wurde (Dikstein et al., 1996).
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2.2.1. "Signaturpattern" eukaryotischer Proteinkinasen
Die Mehrzahl der bis heute charakterisierten eukaryotischen Proteinkinasen läßt sich anhand
ihrer Substratspezifität der Klasse der Serin/Threonin- oder den Tyrosin-Kinasen zuordnen. In
der Vergangenheit wurde begonnen durch Vergleich der Sequenzen einer Reihe bereits
charakterisierter Serin/Threonin- und Tyrosin-Kinasen ein Muster zu erstellen, anhand dessen
katalytisch aktive Proteine charakterisiert und einer der beiden Klassen zugeordnet werden
können (Hanks, 1987; Hanks et al.,1988). Die Mitglieder beider Klassen zeichnen sich durch
eine konservierte katalytische Domäne aus, die bei den meisten der bisher charakterisierten
Proteinkinasen nahe des COOH-Terminus lokalisiert ist (Hanks et al.,1988). Die katalytische
Domäne umfaßt im Durchschnitt 250 - 300 Aminosäuren und ist in elf Subdomänen (I - XI)
unterteilt (Hanks et al.,1988). Diese Subdomänen wiederum sind durch kurze Sequenz-
abschnitte von 10 - 40 Aminosäuren Länge charakterisiert, die in zahlreichen Kinasen stark
konserviert, und durch weniger konservierte Bereiche voneinander getrennt sind. Sie wurden
in früheren Untersuchungen durch Vergleich der Aminosäuresequenzen von 65 bereits
charakterisierten Serin/Threonin- und Tyrosin-Kinasen identifiziert. Durch die Einführung
von Punktmutationen konnten katalytisch inaktive Formen einzelner Kinase erzeugt und so
die Funktionen einzelner Subdomänen charakterisiert werden.
Die Subdomäne I ist durch ein konserviertes ATP-bindendes Motiv (GxGxxG)
charakterisiert, welches 14 - 23 Aminosäuren NH2-terminal eines invarianten Lysin-Restes
der Subdomäne II lokalisiert ist. Dieser hochkonservierte Lysin-Rest ist der bestcharak-
terisierte Aminosäurerest innerhalb der katalytischen Domäne. Er ist vermutlich direkt an der
Phophotransferreaktion beteiligt, indem er den Protontransfer vermittelt (Kamps und Sefton,
1986). Die Spezifität der Substratbindung wurde den Subdomänen VI - VIII zugeschrieben.
Diese sollen sowohl an der Erkennung der richtigen Hydroxiaminosäure (Serin, Threonin
oder Tyrosin), als auch an der Bindung eines ATP-Moleküls beteiligt sein. Die Bindung des
ATP-Moleküls soll hierbei auf den ionischen Wechselwirkungen zwischen einem konser-
vierten Asparaginsäure-Rest und dem ATP-Molekül über ein Kinase-assoziierten Mg2+-Ion
beruhen (Brenner, 1987; Knighton et al., 1991). An der ATP-Bindung soll des weiteren ein
konservierter Asparagin-Rest COOH-terminal der Asparaginsäure beteiligt sein. In Den Sub-
domänen III - V und IX - XI konnte keine besondere Funktion zugeordnet werden.
In der Zwischenzeit wurde eine Vielzahl an Kinasen identifiziert, deren Subdomänen
nur wenig konserviert sind, oder deren katalytische Domänen von der zuvor beschriebenen
Strukturierung in elf konservierte Subdomänen abweichen (Ryazanov et al, 1997; Futey et al,
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1995). Durch die Charakterisierung dieser atypischen Kinasen konnten die ursprünglich elf
Subdomänen auf zwei als essentiell erachtete Domänen reduziert werden: eine ATP-bindende
Subdomäne (Subdomänen 1 und II) und eine Substrat-bindende, katalytisch-aktive
Subdomäne (Subdomäne VI). Das Sequenzmotiv der katalytisch-aktiven Subdomäne
Serin/Threonin-spezifischer Kinasen unterscheidet sich hierbei von dem Tyrosin-spezifischer
Kinasen nur geringfügig.
Die Einrichtung von Protein-Datenbanken ermöglichte es, die Sequenzmotive dieser
Subdomänen in zahlreichen Proteinkinasen zu analysieren (ExPaSy, PROSITE Eintragung
PDOC00100, http://us.expasy.org/cgi-bin/get-prodoc-entry?PDOC00100). Die Ergebnisse
dieser Analysen wurden zur Erstellung von "Signaturpattern" verwendet, anhand derer eine
beliebige Aminosäuresequenz auf das Vorkommen potentieller ATP-bindender Subdomänen,
bzw. katalytisch-aktiver Subdomänen untersucht werden kann (die Signaturpattern sind in den
Abb.2.28 - 2.31 aufgeführt). Die erstellten Signaturpattern entsprechen im wesentlichen den
bereits beschriebenen Subdomänen I + II und VI. Einige der zuvor aufgrund ihrer Konser-
viertheit als essentiell betrachtete Aminosäuren konnten durch diese Analysen bestätigt
werden, andere Aminosäuren hingegen erwiesen sich als weniger stark konserviert als in
anfänglichen Untersuchungen beobachtet. So konnte z.B. eine modifizierte Form des ATP-
bindenden Motivs GxGxxG innerhalb der Subdomäne I formuliert werden (-G-{P}-G-{P}-
[FYWMGSTNH]-[SGA]-; Abb.2.28). Das invariante Lysin der Subdomäne II ist im
PROSITE-Signaturpattern als katalytisch aktive Aminosäure wiedergegeben.
2.2.2. Potentielle ATP-bindende Subdomänen des DTAFII250-Proteins
Für die Analyse der DTAFII250-Aminosäuresequenz wurde ein Signaturpattern der ATP-
bindenden Subdomäne eukaryotischer Kinasen (Abb.2.28), sowie jeweils ein Signaturpattern
der katalytischen Subdomäne Serin/Threonin- und Tyrosin-spezifischer Kinasen (Abb.2.30
und 2.31) der PROSITE-Datenbank entnommen (http://us.expasy.org/cgi-bin/get-prodoc-
entry?PDOC00100). Anhand dieser Sequenzmotive wurde zunächst versucht entsprechende
Motive in der CTK-Sequenz des DTAFII250-CT1500-Proteins manuell zu lokalisieren.
Hierfür wurde eine Proteinsequenz des DTAFII250-Proteins (NCBI, ID NP_476956.1)
verwendet, in welche zuvor die beiden Exon 12a- und Exon 13a-Sequenzen eingefügt wurden
(siehe Abb.2.7). Tatsächlich konnte auf diese Weise eine potentielle ATP-bindende
Subdomäne im Bereich der Aminosäuren 1749 - 1780 identifiziert werden (Abb.2.28 und
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Abb.2.29, ATP-6). Die identifizierte Sequenz stimmt mit 15 von 17 Attributen des PROSITE-
Patterns überein, woraus eine Sequenzidentität von 88 % resultiert.
Abb.2.28. Potentielle ATP-bindende Subdomänen innerhalb der CTK-Domäne des DTAFII250-Proteins.
Die hier wiedergegebenen Sequenzen wurden unter Anwendung des PROSITE-Signaturpatterns der ATP-
bindenden Domäne eukaryotischer Kinasen identifiziert. Aminosäuren, die mit dem oben gezeigten Signatur-
pattern übereinstimmen sind in Großbuchstaben dargestellt, mit dem PROSITE-Pattern nicht übereinstimmende
Amonosäuren in Kleinbuchstaben. Das ATP-bindende Motiv (GxGxxG, bzw. G-{P}-G-{P}-[FYWMGSTNH]-
[SGA]) sowie ein hochkonservierter Lysin-Rrest (K) sind sowohl im PROSITE-Pattern als auch in den identifi-
zierten DTAFII250-Sequenzen hervorgehoben. Die Identität der DTAFII250-Sequenzen mit dem Signaturpattern
ist in Prozent angegeben und hinter der jeweiligen Sequenz in Klammern gesetzt. Erläuterungen zur PROSITE-
Syntax: Benachbarte Aminosäuren sind durch einen Bindestrich (-) getrennt. Sind eine oder mehrere Amino-
säuren von zwei eckigen Klammern ([]) umgeben, so kann an dieser Position innerhalb der Aminosäuresequenz
eine der aufgeführten Aminosäuren stehen. Aminosäuren die von einer geschweiften Klammer ({}) umgeben
sind hingegen dürfen nicht an dieser Position vorkommen, ansonsten wird jede der restlichen Aminosäuren als
richtig gewertet. Kann an einer Position jede beliebige Aminosäure vorkommen, so ist die Position mit einem x
gekennzeichnet. Handelt es sich hierbei um eine Folge von beispielsweise drei beliebigen Aminosäuren, so ist
dieser Sachverhalt durch eine in Klammern gesetzte Drei wiedergegeben (x(3)). Ist diese Folge in ihrer Länge
variabel, so werden die Mindestanzahl, sowie die maximale Anzahl an Aminosäuren in Klammern gesetzt und
die beiden Angaben durch ein Komma getrennt (x(2,4)). Für weitere Erläuterungen zur PROSITE-Syntax siehe
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSAHLP/npsahlp_pattsyntax.html. NTK: NH2-termin-
ale Kinase; HAT: Histonacetyltransferase-Domäne; UBAC: H1-Ubiquitinierungs-Domäne; R74: RAP74-
binden-de Domäne; B1,2: Bromodomäne 1,2; 12a, 13a: alternative Exonsequenzen, CTK: COOH-terminale
Kinase.
Wie genauer unter Kapitel 2.2.4. beschrieben, konnten innerhalb der CTK-Sequenz
zwei weitere ATP-bindende Motive identifiziert werden, zwei sogenannte AT-Hooks. AT-
Hooks sind charakteristische Strukturmerkmale verschiedener DNA-bindender Proteine
(Reeves und Nissen, 1990; Friedmann et al., 1993). Indem sie mit ATP-Nukleotiden
interagieren, ermöglichen sie die Bindung dieser Proteine an AT-reiche DNA-Sequenzen
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(Reeves und Nissen, 1990; Friedmann et al., 1993). Da AT-Hooks demnach bereits eine für
Proteinkinasen essentielle Eigenschaft aufweisen, nämlich die Bindung von Adenosin, wurde
im Rahmen dieser Untersuchungen die Frage bearbeitet, in wiefern die identifizierten AT-
Hooks dem Signaturpattern eukaryotischer Kinasen entsprechen. Es konnte eine Sequenz im
Bereich der Aminosäuren 1791 - 1821 identifiziert werden, die 71 % Sequenzidentität mit
dem PROSITE-Pattern aufweist (12 von 17 Attributen stimmen überein). Diese Sequenz wird
sowohl NH2-terminal als auch COOH-terminal von jeweils einer der beiden AT-Hook-
Sequenzen flankiert und reicht somit bis in die Exon 12a-codierte Sequenz hinein (siehe 2.1.6,
Abb.2.28).
Dieses vorläufige Ergebnis konnte durch die weiterführende Analyse der DTAFII250-
Sequenz mit dem öffentlich zugänglichen Programm Network Protein Sequence @nalysis
(NPSA) der Pôle Bio-Informatique Lyonnais bestätigt werden (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=npsa_pattinprot.html). Das NPSA-Programm ermöglicht eine
automatisierte Suche nach Sequenzen innerhalb einer beliebigen Aminosäuresequenz, die eine
Sequenzidentität von mindestens 50 % zu einem gegeben Signaturpattern aufweisen. Für die
Identifizierung potentieller ATP-Bindedomänen wurde die Volllängen Proteinsequenz des
DTAFII250-Proteins mit den inserierten Exon 12a- und 13a-Sequenzen verwendet. Als Signa-
turpattern wurde das bereits beschriebene PROSITE-Sequenzmuster eingesetzt und die
minimale Sequenzidentität des PROSITE-Patterns mit der gefundenen DTAFII250-Sequenz
auf 80 % festgesetzt.
Das Ergebnis dieser Untersuchung war die Identifizierung von acht putativ ATP-
bindenden Sequenzabschnitten, von denen alle ein möglicherweise katalytisch aktives Lysin
aufweisen (ATP-1 bis -8). Fünf dieser Abschnitte besitzen ein "vollständiges" ATP-bindendes
GxGxxG-, bzw. G-{P}-G-{P}-[FYWMGSTNH]-[SGA]-Motiv, bestehend aud jeweils einem
Glycin an Position 2 uns 4 innerhalb des Signaturpatterns, sowie einem dritten Glycin bzw.
einem Serin oder Alanin an Position 7 (Abb.2.29, ATP-1, -2, -3, -7 und -8). Die als ATP-4,
ATP-5 und ATP-6 gekennzeichneten Sequenzen zeigen zwar hohe Sequenzidentität mit dem
PROSITE-Pattern (82 - 85 %), jedoch ein "unvollständiges", nur wenig konserviertes DNA-
bindendes Motiv. Von den acht identifizierten putativ ATP-bindenden Sequenzabschnitten




Abb.2.29. Potentielle ATP-bindende Subdomänen des DTAFII250-Proteins. Die hier wiedergegebenen
Sequenzen wurden unter Verwendung des NPSA-Programms identifiziert, wobei eine minimale Sequenzidentität
von 80 % festgesetzt wurde. Aminosäuren die mit dem oben gezeigten Signaturpattern übereinstimmen sind in
Großbuchstaben dargestellt, mit dem PROSITE-Pattern nicht übereinstimmende Amonosäuren in Klein-
buchstaben. Das ATP-bindende Motiv (GxGxxG , bzw. G-{P}-G-{P}-[FYWMGSTNH]-[SGA]) sowie ein
hochkonservierter Lysin-Rrest (K) sind sowohl im PROSITE-Pattern als auch in den identifizierten DTAFII250-
Sequenzen hervorgehoben. Die Identität der DTAFII250-Sequenzen mit dem Signaturpattern ist in Prozent ange-
geben und hinter der jeweiligen Sequenz in Klammern gesetzt. Erläuterungen zur PROSITE-Syntax: Benach-
barte Aminosäuren sind durch einen Bindestrich (-) getrennt. Sind eine oder mehrere Aminosäuren von zwei
eckigen Klammern ([]) umgeben, so kann an dieser Position innerhalb der Aminosäuresequenz eine der aufge-
führten Aminosäuren stehen. Aminosäuren die von einer geschweiften Klammer ({}) umgeben sind hingegen
dürfen nicht an dieser Position vorkommen, ansonsten wird jede der restlichen Aminosäuren als richtig gewertet.
Kann an einer Position jede beliebige Aminosäure vorkommen, so ist die Position mit einem x gekennzeichnet.
Handelt es sich hierbei um eine Folge von beispielsweise drei beliebigen Aminosäuren, so ist dieser Sachverhalt
durch eine in Klammern gesetzte Drei wiedergegeben (x(3)). Ist diese Folge in ihrer Länge variabel, so werden
die Mindestanzahl, sowie die maximale Anzahl an Aminosäuren in Klammern gesetzt und die beiden Angaben
durch ein Komma getrennt (x(2,4)). Für weitere Erläuterungen zur PROSITE-Syntax siehe http://npsa-
pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSAHLP/npsahlp_pattsyntax.html. NTK: NH2-terminale Kinase;
HAT: Histonacetyltransferase-Domäne; UBAC: H1-Ubiquitinierungs-Domäne; R74: RAP74-bindende Domäne;
B1,2: Bromodomäne 1,2; 12a, 13a: alternative Exonsequenzen, CTK: COOH-terminale Kinase.
Zusammenfassend läßt sich feststellen, daß fünf der acht gefundenen Sequenzmotive
deutlich mit dem Signaturpattern der ATP-bindenden Subdomäne eukaryotischer Kinasen
übereinstimmen. Drei dieser Sequenzen sind in den NH2-terminalen 100 AS und somit in der
NTK Domäne des DTAFII250-Proteins lokalisiert, zwei dieser Sequnezen befinden sich in der
CTK Domäne des DTAFII250-Proteins. Die drei im NH2-Terminus lokalisierten Sequenzen
überschneiden sich bis auf einige terminale Aminosäuren, die im COOH-Terminus identi-
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fizierten zwei Sequenzabschnitte überschneiden sich ebenfalls bis auf zwei terminale
Aminosäuren.
Das Ergebnis dieser Untersuchung ist die Identifizierung von zwei Bereichen
innerhalb des DTAFII250-Proteins, die vermutlich jeweils eine ATP-bindende Subdomäne
ausbilden. Einer dieser Bereiche erstreckt sich über die Aminosäuren 39 - 75 und ist somit in
der NTK-Domäne lokalisiert. Der zweite Bereich befindet sich in der CTK-Domäne und
umfaßt die Aminosäuren 1747 - 1780. Ob es sich bei diesen Sequenzen tatsächlich um die
ATP-bindenden Subdomänen der NTK und CTK des DTAFII250-Proteins handelt wurde im
Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Anhand dieser Daten wurde jedoch eine modifizierte
Form des DTAFII250-CT1500-Proteins entwickelt, in welcher die potentiell ATP-bindende
Subdomäne ATP-8 gezielt entfernt wurde. Ob diese Mutation mit einem Verlust der Kinase-
Aktivität einhergeht wird Gegenstand künftiger Untersuchungen sein.
2.2.3. Potentielle Substrat-bindende, katalytisch-aktive Subdomänen des DTAFII250-
Proteins
Um weitere Hinweise auf katalytisch aktive Sequenzen des DTAFII250-Proteins zu erhaten
wurde die DTAFII250-Aminosäuresequenz wie zuvor beschrieben auf Sequenzmotive
untersucht, die mit dem PROSITE-Signaturpattern der Substrat-bindenden, bzw. katalytisch-
aktiven Subdomäne eukaryotischer Serin/Threonin als auch Tyrosin-Kinasen übereinstimmen.
Durch einen manuellen Vergleich der DTAFII250-CT1500-Aminosäuresequenz mit den
beiden Signaturpattern konnten zwei potentielle, für Serin/Threonin-Kinasen chrakteristische
Sequenzen im Bereich der Aminosäuren 1534 - 1543 und 1883 - 1895 (Abb.2.30, S/T-7 und
S/T-8), sowie eine für Tyrosin-Kinasen chrakteristische Sequenz im Bereich der Aminosäuren
1718 - 1730 (Abb.2.31, Y-8) identifiziert werden. Die S/T-7 Sequenz ist NH2-terminal der
vermeintlich ATP-bindenden Sequenzen ATP-7 und ATP-8 lokalisiert, die S/T-8 Sequenz
befindet sich COOH-terminal der ATP-7- und ATP-8-Sequenzen, zwischen den beiden Exon
12a und Exon 13a Insertionen. Alle drei der so identifizierten Motive stimmen in 8 von 13
Attributen mit dem verwendeten Signaturpattern überein und weisen somit eine Identität von
53 % auf.
Diese Ergebnisse konnten nur bedingt durch die automatische Analyse der
DTAFII250-Sequenz unter Verwendung des NPSA-Programms bestätigt werden. So wurde
zwar das Tyrosin-Kinase Motiv Y-8 gefunden, jedoch keines der beiden Serin/Threonin-
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Kinase spezifischen Motive S/T-7 und -8. Insgesamt wurden sechs unabhängige Sequenz-
abschnitte identifiziert, die als potentielle Serin/Threonin-Kinase Motive wirken könnten.
Zwei dieser Sequenzen sind im NH2-Terminus des DTAFII250-Proteins lokalisiert (S/T-1 und
-2), zwei in der HAT-Domäne (S/T-5 und -6) und zwei in einem Bereich zwischen NH2-
Terminus und HAT-Domäne (S/T-3 und -4). In der CTK-Sequenz des DTAFII250-Proteins
wurde kein Serin/Threonin-spezifisches Motiv gefunden. Das S/T-2 Motiv wurde bereits in
früheren Untersuchungen als Subdomäne VI beschrieben (Dikstein et al., 1996).
Abb.2.30. Potentielle Serin/Threonin-Kinase-spezifische, katalytisch-aktive Subdomänen des DTAFII250-
Proteins. Die hier wiedergegebenen Sequenzen S/T-1 bis S/T-6 wurden unter Verwendung des NPSA-Pro-
gramms identifiziert, wobei eine minimale Sequenzidentität von 50 % festgesetzt wurde, die Sequenzen S/T-7
und -8 wurden per Auge identifiziert. Ihre Sequenzidentität mit dem Signaturpattern ist mit einem X angegeben
um sie von den Werten des NPSA-Algorithmus zu unterscheiden. Aminosäuren die mit dem oben gezeigten
Signaturpattern übereinstimmen sind in Großbuchstaben dargestellt, mit dem PROSITE-Pattern nicht überein-
stimmende Aminosäuren in Kleinbuchstaben. Die katalytisch-aktiven Aminosäuren Asparaginsäure (D) und
Asparagin (N), sowie die die für Serin/Threonin-Kinasen spezifische Aminosäure Lysin (K) sind sowohl im
PROSITE-Pattern als auch in den identifizierten DTAFII250-Sequenzen hervorgehoben. Die Identität der
DTAFII250-Sequenzen mit dem Signaturpattern ist in Prozent angegeben und hinter der jeweiligen Sequenz in
Klammern gesetzt. Zum Verständnis des Signaturpatterns siehe Erläuterungen zur PROSITE-Syntax unter
Abb.2.29 oder http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSAHLP/npsahlp_pattsyntax.html.
NTK: NH2-terminale Kinase; HAT: Histonacetyltransferase-Domäne; UBAC: H1-Ubiquitinierungs-Domäne;




Des weiteren konnten acht voneinander unabhängige Sequenzen identifiziert werden,
die Homologie zu Tyrosin-Kinase-spezifischen Signaturen aufweisen (Abb.2.31). Eine dieser
Sequenzen ist in der CTK-Domäne lokalisiert und wurde bereits durch die manuelle Analyse
identifiziert (Y-8). Auffällig ist, daß vier der identifizierten Motive mit jeweils einer der
Serin/Threonin-spezifischen Sequenzen identisch sind, wobei die Prozentigkeiten der ange-
gebenen Identität sich unterscheiden. Eine der acht identifizierten Sequenzen (Y-1) ist in der
NTK-Domäne des DTAFII250-Proteins lokalisiert und ist mit der als S/T-1 gekennzeichneten
Sequenz identisch.
Abb.2.31 Potentielle Serin/Threonin-Kinase-spezifische, katalytisch-aktive Subdomänen des DTAFII250-
Proteins. Die hier wiedergegebenen Sequenzen Y-1 bis Y-8 wurden unter Verwendung des NPSA-Programms
identifiziert, wobei eine minimale Sequenzidentität von 50 % festgesetzt wurde. Die Sequenz Y-8 wurde zuvor
bereits per Auge identifiziert. Die Sequenzen S/T-1 bis S/T-5 sind der Abb.2.30 entnommen und zum besseren
Verständnis den Y-Sequenzen gegenübergestellt. Aminosäuren die mit dem oben gezeigten Signaturpattern
übereinstimmen sind in Großbuchstaben dargestellt, mit dem PROSITE-Pattern nicht übereinstimmende Amino-
säuren in Kleinbuchstaben. Die katalytisch-aktiven Aminosäuren Asparaginsäure (D) und Asparagin (N), sowie
die die für Serin/Threonin-Kinasen spezifische Aminosäure Lysin (K) sind sowohl im PROSITE-Pattern als
auch in den identifizierten DTAFII250-Sequenzen hervorgehoben. Die Identität der DTAFII250-Sequenzen mit
dem Signaturpattern ist in Prozent angegeben und hinter der jeweiligen Sequenz in Klammern gesetzt. Zum Ver-
ständnis des Signaturpatterns siehe Erläuterungen zur PROSITE-Syntax unter Abb.2.29 oder http://npsa-
pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSAHLP/npsahlp_pattsyntax.html. NTK: NH2-terminale Kinase;
HAT: Histonacetyltransferase-Domäne; UBAC: H1-Ubiquitinierungs-Domäne; R74: RAP74-bindende Domäne;
B1,2: Bromodomäne 1,2; 12a, 13a: alternative Exonsequenzen, CTK: COOH-terminale Kinase.
Zusammenfassend läßt sich feststellen, daß insgesamt 16 putativ Substrat-bindende
Sequenzen identifiziert wurden: acht Serin/Threonin-spezifische (S/T-1 bis S/T-8) (S/T-2,
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S/T-5, S/T-7 und S/T-8) und acht Tyrosin-spezifische (Y-1 bis Y-8) (Y-2, Y-5, Y-7 und Y-8).
Jeweils vier der als Serin/Threonin-spezifisch deklarierten Sequenzen sind mit vier der
Tyrosin-Kinase-spezifischen Sequenzen identisch (S/T-1=Y-1, S/T-3=Y-3, S/T-4=Y-4, S/T-
5=Y-6; Abb.2.32), womit die Zahl der identifizierten Sequenzen auf 12 eingeschränkt werden
kann. Die Sequenzidentitäten mit dem PROSITE-Pattern sind bei allen Sequenzen relativ
gering (51 - 66 %). Um dennoch möglichst relevante Sequenzen identifizieren zu können,
wurden deshalb nur diejenigen als positive Treffer gewertet, die sowohl eine Asparaginsäure
an Position 5, ein Asparagin an Position 10 sowie eine der Substrat-spezifizierenden,
konservierten Aminosäuren an Position 7 aufweisen. Nur eine der acht identifizierten
Serin/Threonin-Kinase spezifischen Sequenzen besitzt die katalytisch aktiven Aminosäuren
Asparaginsäure und Asparagin, sowie das für Serin/Threonin-Kinasen charakteristische Lysin
an Position 7 (S/T-2). Hierbei handelt es sich um eine bereits in vorangegangenen Experi-
menten als Hank's Subdomäne VI identifizierte Sequenz (Dikstein et al., 1996). Zwei der
Serin/Threonin-spezifischen Sequenzen zeigen zwar die beiden katalytsich aktiven Amino-
säuren, jedoch keine der Substrat-spezifizierenden Aminosäuren (S/T-3 und S/T-6). Von acht
der potentiellen Tyrosin-Kinase spezifischen Motive besitzt lediglich eines sowohl die zwei
katalytisch aktiven Aminosäuren als auch eine der für Tyrosin-Kinasen spezifischen Amino-
säuren (Y-8). Zwei der Tyrosin-Kinase spezifischen Motive weisen lediglich die beiden
katalytsich aktiven Aminosäuren, jedoch keine der Substrat-spezifizierenden Aminosäuren
auf (Y-3 und Y-7). Eines der gefundenden Motive zeichnet sich durch einen Asparaginsäure-
Rest und der Substrat-spezifizierenden Aminosäure Threonin aus (Y-1). Die verbleibenden
neun Sequenzen weisen lediglich eine der drei essentiellen Aminosäuren auf.
Von ursprüglich 16 potentiell katalytisch-aktiven Subdomänen zeigen lediglich zwei
alle der katalytisch aktiven als auch Subtrat-spezifizierenden Aminosäuren (S/T-2 und Y-8)
und vier zumindest zwei der katalytisch aktiven Aminosäuren (S/T-3, S/T-6, Y-3 und Y-7).
Zwei dieser Sequenzen sind identisch (S/T-3 und Y-3), womit die Zahl der gefundenen
Sequenzen mit zwei katalytisch aktiven Aminosäuren, jedoch ohne eine Serin/Threonin- oder
Tyrosin-Kinase spezifische Aminosäure, auf drei reduziert werden kann.
Während anhand dieser Analyse das Ergebnis vorangegangener Untersuchungen, in
denen die S/T-2 Domäne bereits als potentielle Serin-Kinase Subdomäne beschrieben wurde,
bestätigt werden konnte, konnten für die CTK-Domäne des DTAFII250-Proteins lediglich ein
Tyrosin-Kinase spezifisches Motiv (Y-8), sowie zwei Serin/Threonin-Kinase-Motive identi-
fiziert werden, die nur eine der katalytisch aktiven Aminosäuren, zudem jedoch ein für
Serin/Threonin-Kinasen charakteristisches Lysin aufweisen (S/T-7 und S/T-8).
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Abb.2.32. Zusammenfassende Darstellung der identifizierten, potentiellen Serin/Threonin- und Tyrosin-
Kinase-spezifischen, katalytisch-aktiven Subdomänen des DTAFII250-Proteins. Für Erläuterungen siehe
Text und die Abb.2.30 und 2.31.
2.2.4. Weitere Domänen innerhalb der DTAFII250-CT1500-Aminosäuresequenz
Wie bereits in den Kapiteln 2.1.6. und 2.1.7. erwähnt, konnten durch Sequenzierung der
DTAFII250-CT4500-cDNA sowie weiterer CTK-Fragmente, zwei Sequenzen identifiziert
werden, die in der veröffentlichten Sequenz (NCBI, NP_476956.1) nicht zu finden waren. Um
erste Hinweise auf eine mögliche Funktion dieser Sequenzen zu erhalten, wurden sie auf das
Vorkommen bereits charakterisierter Domänen untersucht. Hierfür wurde die Pfam-
Datenbank (http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/Pfam/nph-search.cgi) mit der Aminosäure-
sequenz des DTAFII250-CT1500-Proteins auf homologe Domänen durchsucht.
 Neben den bereits bekannten Bromodomänen 1 und 2 wurden zwei Sequenzabschnitte
gefunden, die starke Homologie zu einem als "AT-Hook" bezeichneten DNA-bindenden
Motiv aufweisen (Abb.2.33). AT-Hooks sind charakteristische Sequenzmotive von HMG-
I(Y) ("High Mobility Group-I(Y)")-Proteinen (Bustin und Reeves, 1996; Huth et al., 1997;
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Bewley et al., 1998). HMG-I(Y)-Proteine gehören einer Gruppe von Nicht-Histon-Proteinen
an, die an der Regulation der Transkription AT-reicher Gene beteiligt sind (Interpro abstract
IPR000637). Die Bindung dieser Proteine an AT-reiche DNA-Sequenzen wird durch das
DNA-bindende AT-Hook-Motiv ermöglicht (Reeves und Nissen, 1990; Friedmann et al.,
1993).
Abb.2.33. Das DTAFII250-CT1500-Protein zeichnet sich durch zwei AT-Hook-Motive aus. Die hier
wiedergegebenen Sequenzen wurden unter Verwendung der Pfam-Datenbank (http://www.sanger.ac.uk/cgi-
bin/Pfam/nph-search.cgi) identifiziert. Die AT-Hook-Konsensussequenz der Pfam-Datenbank (PF02178) ist den
beiden gefundenen DTAFII250-Sequenzen gegenübergestellt. Die Aminosäuren sind im Einbuchstaben-Code
wiedergegeben. Aminosäuren die mit der Konsensussequenz übereinstimmen sind in Großbuchstaben darge-
stellt, nicht übereinstimmende Aminosäuren in Kleinbuchstaben.
2.3. Histon H2B-Phosphoserin-33-Antikörper
Die unter Kapitel 2.1.5. und 2.1.7. aufgeführten in vitro Untersuchungen zur Substratspezifität
der DTAFII250-Kinase haben gezeigt, daß DTAFII250 bevorzugt Serine phosphoryliert. Durch
die Verwendung von Histon H2B-Peptid-Mutanten konnte festgestellt werden, daß vornehm-
lich ein Serin an Stelle 33 als Substrat erkannt und modifiziert wird. Um diesen Sachverhalt
nochmals überprüfen zu können, wurden Phosphoserin-33-spezifische Antikörper erzeugt.
Polyklonale a-H2B-Phosphoserin-33-Antikörper wurden, wie in Kapitel 4.6. beschrie-
ben, hergestellt und gereinigt. Hierbei wurden Phosphoserin-33-spezifische Antikörper von
H2B-Peptid-spezifischen, jedoch Phosphoserin-33-unspezifischen Anrikörpern getrennt, und
die so isolierten Antikörper auf Spezifität hin untersucht. Durch mehrmaliges Wiederholen
der Reinigung war es möglich spezifische a-H2B-Phosphoserin-33-Antikörper zu isolieren,




Abb.2.34. Gereinigte a-H2B-Phophoserin-33-Antikörper. Jeweils 10 µl von 4 gesammelten Fraktionen nach
Konentration der a-H2B-Phophoserin-33-Antikörper über Protein G-Agarose (Boehringer) wurden auf ein PAA-
Gel (12 %) aufgetragen (A). Die schwere und die leichte Antikörperkette wurden durch Färbung des Gels mit
Coomassie-Blau sichtbar gemacht und mit einem Pfeilkopf gekennzeichnet. Die Fraktion 2 enthält die höchste
Konzentration an Antikörpern. Die Substrat-Spezifität der Fraktion 2 wurde mittels Western-Blot-Analyse
untersucht (B). Hierfür wurden jeweils 10 µg des H2B-Serin-33-Peptids (siehe C) ohne modifiziertes Serin33,
sowie 10 µg des H2B-Phosphoserin-33-Peptids (siehe C) auf eine Nitrocellulose-Membran aufgetragen. Nach
einer Inkubation der Membran in einer 5 % igen Milchpulver-TBST-Lösung wurde ein Teil dieser Membran mit
verschiedenen Verdünnungen der Fraktion 2 (1 : 10 - 1 : 1000) für 1 h bei RT inkubiert. Der zweite Teil der
Membran wurde mit entsprechenden Verdünnungen des nicht gereingten Serums inkubiert. Die Inkubation des
Zweitantikörpers (a-Rabbit-AP, Sigma) erfolgte in einer Verdünnung von 1 : 1000 für 1 h bei RT. C: Sequenzen
der für die Herstellung und Reinigung a-H2B-Phophoserin-33-spezifischer Antikörper hergestellten Peptide. Die
Aminosäuren sind im Einbuchstaben-Code wiedergegeben. Das Serin an Stelle 33 ist hervorgehoben. Das
Phosphoserin des H2B-Phosphoserin33-Peptid ist durch den Buchstaben B gekennzeichnet. Für die Immu-
nisierung wurde KLH-gekoppeltes Histon H2B-Phosphoserin-33-Peptid verwendet, wobei die Kopplung an
KLH über ein NH2-terminal hinzugefügtes Cystein erfolgte, das normalerweise nicht in der Histon H2B-Sequenz
vorkommt. Für die Reinigung der Antikörper wurden zwei Affinitätsmatrizen generiert, indem jeweils eines der
Peptide H2B-Phosphoserin-33 und H2B-Serin-33 auf einer SulfoLink Matrix immobilisiert wurde.
2.3.1. Die gereinigten a-H2B-Phosphoserin-33-Antikörper erkennen in vitro phospho-
ryliertes Histon H2B
Um die Spezifität der gereinigten Antikörper weiter zu charakterisieren, wurden Western-
Blot-Analysen durchgeführt, für welche in vitro phosphoryliertes rekombinantes Histon H2B
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und Histon H2B-Peptid verwendet wurden (Abb.2.35). Hiefür wurden die beiden Histon-
Proteine gemeinsam mit 1 µg GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-Protein nach Zugabe von 32P-
g-ATP für 1 h bei 30 °C in Kinasepuffer inkubiert. Anschließend wurden die phosphorylierten
Histon-Proteine mittels SDS-PAGE (18 %) von den DTAFII250-Proteinen getrennt, auf eine
Nitrocellulose-Membran transferiert und unter Verwendung der gereinigten a-H2B-Phospho-
serin33-Antikörper auf Phosphorylierung des Serin-33 untersucht. Die Phosphorylierung des
H2B-Histons und des H2B-Peptids wurde mittels Autoradiographie überprüft.
Abb.2.35. Gereinigte a-H2B-Phophoserin-33-Antikörper erkennen in vitro phosphoryliertes Histon H2B,
aber kein in vitro phosphoryliertes H2B-Peptid. Jeweils 1 µg Sf9-exprimiertes, gereinigtes GST-FLAG-
DTAFII250-CT1500-Protein (Spur 1 und 3) wurde mit 5 µg Histon H2B (Spur 1), sowie mit 5 µg H2B-Pepid
(Spur 3) in Gegenwart von 0,5 µCi 32P-g-ATP in 1 x Kinasepuffer für 1h bei 30 °C inkubiert. Als Negativ-
Kontrolle wurden Kinase-Assays mit jeweils 5 µg Histon H2B (Spur 2), sowie 5 µg H2B-Peptid (Spur 4) in
Abwesenheit von DTAFII250-CT1500-Protein durchgeführt. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-
Pobenpuffer beendet und die Histon-Proteine mittels SDS-PAGE (18 %) von den DTAFII250-Fragmenten
getrennt. Anschließend wurden die Proteine mittels Western-Blot auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert,
mit PonceauS sichtbar gemacht und die Position der H2B-Histone und Peptide markiert (Pfeilköpfe). Die
Inkubation mit dem a-H2B-Phosphoserin-33-Antikörper erfolgte in einer Verdünnung von 1 : 100 bei RT ÜN.
Der Zweitantikörper (a-Rabbit-AP, Sigma) wurde in einer Verdünnung von 1 : 10000 für 1 h bei RT eingesetzt,
die Inkubationszeit betrug 1 h bei RT.
Mit Hilfe der a-H2B-Phosphoserin-33-Antikörper konnte zwar eine Phosphorylierung
des Histons H2B durch das GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-Protein nachgewiesen werden,
jedoch keine Phosphorylierung des Histon-H2B-Peptids (Abb.2.35, Spur 1 und 3), obwohl
eine Phosphorylierung der beide Substrate durch Autoradiographie sichtbar gemacht werden
konnte (S. Kwoczynski, nicht gezeigte Ergebisse). Nicht phosphoryliertes Histon H2B oder
Histon H2B-Peptid werden nicht von den a-H2B-Phosphoserin-33-Antikörpern erkannt
(Abb.2.35, Spur 2 und 4). Die Beobachtung, daß keine Phosphorylierung des Histon H2B-
Peptids feststellbar war, läßt darauf schließen, daß das Phosphorylierungssignal zu schwach,
bzw. die Konzentration der Antikörper zu gering war, um dieses Signal nachzuweisen. Eine
weitere mögliche Erklärung dieser Beobachtung könnte durch die Sequenz des für die in vitro
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Phosphorylierung verwendeten H2B-Peptids gegeben sein. Während das für die Im-
munisierung verwendete H2B-Peptid COOH-terminal des phosphorylierten Serins 33 vier
weitere Aminosäuren besitzt, endet das für die in vitro Phosphorylierung verwendete H2B-
Peptid nach dem Serin 33 (Abb.2.37). Demzufolge könnte das in vitro phosphorylierte H2B-
Peptid kein ausreichendes Epitop darstellen.
Deweiteren wurde versucht die eine Phsophorylierung des H2B-Histons an Serin 33 in
gereinigten Drosophila Histon-Oktameren und Nukleosomen nachzuweisen. In beiden Fällen
konnte kein Signal beobachtet werden. Auch die Färbung polytäner Chromosomen war
bislang erfolglos (nicht gezeigte Ergebnisse). Vermutlich ist eine weitere Konzentrierung der
a-H2B-Phosphoserin-33-Antikörper notwendig, um eine Phosphorylierung des Histons H2B
gegebenenfalls in vivo nachweisen zu können.
2.4. Einfluß der DTAFII250-Mutationen 1984 und 3194 auf die Transkription des
DTAFII250-Zielgens snail in vivo.
Genetische und molekulare Analysen haben gezeigt, daß DTAFII250 die Transkription des
Transkriptionsfaktors snail (sna) aktiviert. Dies ermöglicht es transaktivierende Domänen von
DTAFII250 in vivo zu charakterisieren, indem man untersucht, welche der DTAFII250-
Mutationen (Abb.2.36) eine Reduktion der sna-Transkription bewirken. Die Transkription des
sna-Gens wird durch den maternalen Transkriptionsfaktor DORSAL (DL) aktiviert. Um die
möglichen, durch Mutation von DTAFII250 hervorgerufenen Effekte, wie z.B. die Reduktion
der sna-Expression, zu verstärken, wurden diese Untersuchungen in Aktivator-sensibili-
sierten Embryonen durchgeführt. D.h. in Embryonen, die eine reduzierte dorsal (dl)-Gendosis
und somit DL-Proteinkonzentration enthalten (Abb.2.37). Durch entsprechende Kreuzungen
wurden dl/+; TAFII250- Embryonen erzeugt, die von heterozygoten Weibchen gelegt wurden
und somit nur 50 % der maternalen dl mRNA bzw. des DL-Proteins enthalten. Ferner wurden
aufgrund des verwendeten Kreuzungsschemas Embryonen erzeugt, die nicht nur maternal,
sondern zusätzlich auch zygotisch heterozygot mutant für dl sind (Abb.2.37). Da in diesen
doppelt-sensibilisierten Embryonen sowohl die maternale als auch die zygotische DL-Protein-
konzentration reduziert ist, sollte in diesen Embryonen die Mutation einer für die transkrip-
tionelle Aktivität von DTAFII250 essentiellen Domäne den stärksten Effekt auf die sna-
Transkription hervorrufen. Für die Untersuchung der sna-Transkription wurden die Embryo-
nen im Entwicklungsstadium des frühen bis späten Blastoderms fixiert und die Expression
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dieses Zielgens, wie unter Kapitel 4.10. beschrieben, mittels in situ Hybridisierung unter Ver-
wendung Digoxigenin-markierter DNA-Sonden detektiert (Abb.2.38).
Abb.2.36. Schematische Darstellung der in den Fliegenmutanten 5060, 3040
und 1984 exprimierten DTAFII250-Proteine. Oben: Wildtyp DTAFII250-
Protein. Unten: In den DTAFII250-Mutanten 5060, 3194 und 1984-exprimierte
COOH-terminal verkürzte Formen des DTAFII250-Proteins (D.Wassarman,
unveröffentlichte Ergebnisse).
Abb.2.37.  Kreuzungsschema. Schematische
Darstellung der Herstellung DTAFII250-mutanter
Embryonen mit reduzierter Aktivator-
Konzentration am Beispiel des Aktivators Dorsal
(Dl). Durch Kreuzung heterozygoter TAFII250-
/TM3 Weibchen mit heterozygot-mutanten
dl1/CyO Männchen wurden doppelt heterozygot-
mutante dl1/+; TAFII250-/+ Weibchen erzeugt,
die anschließend mit TAFII250-/TM3 Männchen
verpaart wurden. Die Nachkommen dieser
Kreuzung erhalten eine reduzierte Dosis an
maternalem Dl und DTAFII250. Die Hälfte aller
Embryonen erhält zudem eine defekte Kopie der
dl mRNA (dl1 mRNA). TAFII250-: DTAFII250-Allel mit einer der drei Punktmutationen (1984, 3194 oder 5060)
auf dem 3.!Chromosom; TM3: dominanter Marker für das 3. Chromosom; dl1: mutiertes dl-Gen auf dem
2.Chromosom; CyO: dominanter Marker für das 2. Chromosom; +: Wildtyp-Allel. Für nähere Erläuterungen
siehe 2.4..
2.4.1. Expression des DTAFII250-abhängigen DL-Zielgens snail in dl1/+; TAFII2501984
und dl1/+; TAFII2503194 Embryonen
Beide der getesteten Mutationen bewirkten eine Reduktion der Transkription des sna-Strei-
fens im Bereich der sich später entwickelnden Kopffurche, sowie eine zur Wildtyp-Situation
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verschmälerte Expressionsdomäne (Abb.2.38). In Wildtyp Embryonen erfolgt die sna-Ex-
pression in einem, jeweils 18 - 20 Zellen breiten Streifen entlang der anterior-posterioren
Achse (Abb.2.38, A und B). In Gegenwart der DTAFII250-Mutationen ist die Expression von
sna auf eine 12 Zellen breite Domäne reduziert (Abb.2.38, D und F). Bei einer dieser Muta-
tionen war die Reduktion im Bereich der Kopffurche besonders stark ausgeprägt und als deut-
liche Lücke innerhalb des sna-Steifens im Bereich der späteren Kopffurche ausgebildet
(Abb.2.38, C und D).
Die sna-Expression in homo- und heterozygoten DTAFII2501984 und DTAFII2503194
Embryonen sowie heterozygot-mutanten dl1/+ Embryonen entspricht der in Wildtyp Embryo-
nen (Abb.2.38, A  und B). Die Reduktion der dl-Gendosis alleine bewirkt somit keine
Veränderung der sna Expression.
Abb.2.38. Die Expression des Transkriptionsfaktors sna  ist in dl1/+;TAFII2501984 und dl1/+;TAFII2503194
Embryonen reduziert. Zur Darstellung der Wildtyp Situation und als Negativ-kontrolle wurde das
Expressionsmuster von sna in d l1/+ Embryonen untersucht (A  und B). Die Expressionsmuster von sna in
Embryonen der Kreuzung doppelt heterozygot-mutanter dl1/+; TAFII250-/+ Weibchen mit TAFII250-/TM3
Männchen sind unter (C), (D), (E) und (F) zu sehen. Die unter (A), (C) und (E) gezeigten Embryonen sind in
Lateralansicht dargestellt, der anteriore Pol der Embryonen ist links, die Dorsalseite ist oben. Die unter (B), (D)




Der Koaktivator TAFII250 nimmt eine zentrale Stellung bei der Regulation essentieller biolo-
gischer Prozesse ein, indem er die Transkription Zellzyklus- und Zellwachstum-regulierender
Faktoren aktiviert (Talevera und Basilico, 1977; Nishimoto et al., 1982; Walker et al., 1997;
Wang et al., 1997; O'Brien und Tjian, 2000). Einige Beobachtungen deuten darauf hin, daß
TAFII250 die Transkription seiner Zielgene zum einen dadurch aktiviert, indem er die
Bildung des Präinitiationskomplexes am Promotor forciert, zum anderen indem er einzelne
Kompo-nenten der GTM enzymatisch modifiziert und so die Übertragung eines
Aktivierungssignals auf die RNA-Polymerase II initiiert (Dikstein et al., 1996; O'Brien und
Tjian, 1998; Solow et al., 1999 und 2001). Durch die Entdeckung, daß einige
Transkriptionsaktivatoren und Koaktivatoren die Transkription spezifischer Gene aktivieren,
indem sie die Struktur des Chromatins enzymatisch modifizieren, wurde die Hypothese
aufgestellt, daß die Koaktivator-Funktion von TAFII250 des weiteren auf der TAFII250-
vermittelten Modifizierung einzelner Histone beruhen könnte (Mizzen et al., 1996; Pham und
Sauer, 2000; Wassarman et al., 2000). Um diese Hypothese zu bestärken, sollte im Rahmen
dieser Arbeit die Histonkinase-Aktivität von TAFII250 mit Hilfe von in vitro Kinase-Assays
funktional charakterisiert werden. Als potentielle Substrate der TAFII250-Kinase wurden
rekombinante Einzelhistone, aus Drosophila Embryonen gereinigte Histon-Oktamere und
Nukleosomen, sowie verschiedene Histon-Peptide untersucht, deren Aminosäuresequenzen
den NH2-terminalen Sequenzen der Core-Histone entsprechen, an denen in vivo vornehmlich
posttranslationale Modifizierungen erfolgen.
Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, daß DTAFII250
entsprechend seinem humanen Homolog über zwei distinkte Kinase-Domänen verfügt, eine
NH2-terminale Kinase (NTK) und eine COOH-terminale Kinase (CTK), die auto- und trans-
katalytisch aktiv sind. Beide phosphorylieren in vitro die Histone H2B, H3 und H4, wobei die
Phosphorylierung dieser Histone vornehmlich von der CTK katalysiert wird. Als bevorzugtes
Substrat wurde das Serin an Stelle 33 von Histon H2B (H2BS33) identifiziert. Für die kata-
lytische Aktivität der CTK sind etwa 600 der COOH-terminalen Aminosäuren des
DTAFII250-Proteins essentiell, da NH2-terminal-, sowie COOH-terminal-verkürzte Formen
der CTK eine deutliche reduzierte Histonkinase-Aktivität aufweisen. Ferner wurden durch
Analyse der DTAFII250-Aminosäuresequenz verschiedene Kinase-spezifische Motive inner-
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halb der NTK- und CTK-Domänen identifiziert. Hierzu gehören drei potentielle ATP-
bindende Subdomänen sowie verschiedene Serin/Threonin-bindende Subdomänen. Des
weiteren konnte gezeigt werden, daß die CTK-Domäne für die Aktivierung der Expression
des Mesoderm-determinierenden Transkriptionsrepressors SNAIL (SNA) erforderlich ist.
3.1. Der Koaktivator TAFII250 ist eine Histonkinase
Während anfängliche Untersuchungen vermuten ließen, daß die Funktion der Phospho-
rylierung von Histonen darin besteht, die Bildung Transkription-reprimierender Chromatin-
strukturen zu initiieren, wie es bei der Chromosomenkondensation während der Mitose der
Fall ist, so konnte mittlerweile gezeigt werden, daß Histonphosphorylierung Transkription
auch aktivieren kann (Mahadevan et al., 1991; Hendzel et al., 1997; De Cesare et al., 1998;
Mizzen et al., 1998; Goto et al., 1999; Thomson et al., 1999; Lee und Young, 2000). Welche
Mechanismen der Transkriptionaktivierung durch Histonphosphorylierung zugrunde liegen
ist derzeit weitgehend unbekannt. Es wird vermutet, daß die Phosphorylierung spezifischer
Aminosäuren innerhalb der NH2-terminalen Sequenzen der Core-Histone der Rekrutierung
Chromatin-modifizierender Proteine an spezifische Bereiche des Chromatins dient, wie es
bereits für andere Histon-Modifizierungen gezeigt wurde (Thomson et al., 1999; Cheung et
al., 2000; Strahl und Allis, 2000; Jenuwein und Allis, 2001; Lo et al., 2001; Featherstone,
2002). Im Gegensatz zu anderen Histon-modifizierenden Enzymen ist bisher nahezu nichts
über Histonkinasen bekannt. In der vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse verschiedener
Kinase-Assays vorgestellt, die zeigen, daß der Koaktivator TAFII250 in vitro als Histon-
Kinase wirkt und so möglicherweise zur Aktivierung der Transkription in vivo beiträgt.
3.1.1. Histone bilden Substrate der TAFII250-Kinase in vitro
Um TAFII250 als Histon-Kinase zu charakterisieren wurde die Phosphorylierung verschie-
dener Histonsubstrate untersucht. Als Substrate der TAFII250-Kinase wurden die Histone
H2B, H3 und H4 identifiziert (Abb.2.1; Abb.2.9; Abb.2.18; Abb.2.21; Abb.2.24). Wurde
Histon-Mix als Substrat eingesetzt, so wurde im Einzelfall eine gegenüber H3 verstärkte
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Phosphorylierung von H2B festgestellt (Abb.2.1), in der Regel war die Intensität der H2B-
und H3-Phosphorylierung jedoch gleich stark ausgeprägt (Abb.2.9; Abb.2.18; Abb.2.21;
Abb.2.24). Im Vergleich zu den Histonen H2B und H3 wurde das Histon H4 nur geringfügig
phosphoryliert. Eine deutliche Phosphorylierung von H4 war nur dann erkennbar, wenn
rekombinante Histone verwendet wurden (Abb.2.21 und Abb.2.24). Das verstärkte Phos-
phorylierungssignal kann hierbei auf zwei Tatsachen beruhen. Zum einen könnte es sein, daß
die eingesetzten Mengen nicht dem stöchiometrischen Verhältnis der Histone im Histon-Mix
entsprechen, so daß die Reaktionen mit Einzelhistonen unverhältnismäßig mehr Histon H4
enthalten. Diese Möglichkeit würde auch das im Vergleich zu H2B stärkere Phosphory-
lierungssignal von H3 erklären, wenn für die Reaktion Einzelhistone eingesetzt wurden
(Abb.2.21 und Abb.2.24). Zum anderen könnte es auch sein, daß H4 als alternatives Substrat
erkannt wird und verstärkt phosporyliert wird, wenn keines der ansonsten bevorzugten
Histone H2B oder H3 vorhanden ist. Wurden Histon-Oktamere als Substrat eingesetzt, so
konnte ebenfalls eine deutliche Phosphorylierung von Histon H3 beobachtet werden
(Abb.2.20 und Abb.2.24). Ob das Histon H2B im Histon-Oktamer ebenfalls als Substrat
erkannt wird, konnte nicht eindeutig geklärt werden, da die Phosphorylierung von H2B im
Komplex mit anderen Histonen nur gelegentlich erfolgte. Eine mögliche Erklärung hierfür
könnte sein, daß die Histon-Oktamere im Laufe des experimentellen Verfahrens zu Einzel-
histonen dissoziiert sind, wodurch im Oktamer ansonsten unzugängliche Aminosäuren der
Core-Histone für die TAFII250-Kinase zugänglich wurden. TAFII250 würde H2B demnach
nur als Einzelhiston phosphorylieren. Durch den Einsatz von Histon-Peptiden wurde gezeigt,
daß keine der durch Phosphorylierung modifizierten Aminosäuren sich in den NH2-
terminalen Sequenzen der Core-Histone befindet (Abb.2.2 und Abb.2.22). Am Beispiel von
H2B wurde des weiteren gezeigt, daß TAFII250 als Serin-Kinase agiert und die
Phosphorylierung von H2BS33 katalysiert (Abb.2.3; Abb.2.4; Abb.2.19). Unabhängig vom
verwendeten Substrat konnte keine Phosphorylierung des Linker-Histons H1, noch des Core-
Histons H2A festgestellt werden.
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3.1.2. Mögliche Funktionen der TAFII250-vermittelten Histonphosphorylierung in vivo
Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, daß TAFII250 spezifische Histone in vitro phospho-
ryliert, darunter H2BS33. Um die Frage zu untersuchen, ob diese Modifizierung ebenfalls in
vivo erfolgt, wurde ein a-H2B-Phophoserin-33-spezifischer Antikörper hergestellt, mit dem
es bis dato jedoch nicht möglich war, phosphoryliertes H2BS33 in gereinigten Drosophila
Nukleosomen oder Histon-Oktameren zu detektieren (2.3). Möglicherweise ist die Häufigkeit
dieser Modifizierung im Chromatin zu gering, um auf diese Weise detektiert zu werden, oder
aber nicht vorhanden. Diese Vermutung wird durch andere Untersuchungen unterstütz, bei
denen beispielsweise acetylierte Formen von Histon H2B aus Drosophila Zellen isoliert
werden konnten, phosphoryliertes Histon H2B jedoch nicht (Levy-Wilson et al., 1977). Auch
in Kernextrakten früher (0 - 2 h) und später (2 - 18 h) Drosophila Embryonen konnte kein
phosphoryliertes Histon H2B identifiziert werden (Giancotti et al., 1984).
Eine weitere Möglichkeit, weshalb phosphoryliertes H2BS33 bisher nicht im Dro-
sophila Chromatin detektiert werden konnte, ergibt sich aus Untersuchungen zur Hi-
stonphosphorylierung in Säugerzellen, die ein erhöhtes Vorkommen an phosphoryliertem
Histon H2B nach Induktion der Apoptose zeigen (Ajiro, 2000). Die Phosphorylierung erfolgt
hierbei an Serin 32 (H2BS32), durch eine bisher nicht identifizierte Kinase, die vermutlich
über den Signaltransduktionsweg der Caspasen aktiviert wird (Ajiro, 2000; Cheung et al.,
2000). Bei dem in dieser Arbeit verwendeten TAFII250-Protein handelt es sich um eine
Spleißvariante von DTAFII250, die nach Iduktion der Apoptose in embryonalen Drosophila
Stammzellen gebildet wird (D. Wassaman, persönliche Mitteilung). Diese Beobachtungen
deuten darauf hin, daß die Phosphorylierung von H2B durch TAFII250 auf apoptotische
Zellen beschränkt sein könnte.
Vergleicht man die Aminosäuresequenzen der H2B-Histone aus Säugern und Dro-
sophila melanogaster, so stellt man fest, daß sich die NH2-terminalen Sequenzen dieser
Histone in einigen Aminosäuren voneinander unterscheiden (2.1.5, Abb.2.5). So besitzt das
Säugerhiston insgesamt vier Serine, eines an Position 6, ein zweites an Position 14, ein drittes
an Position 32 und eines an Position 36. Das Drosophila Histon hingegen besitzt nur zwei
Serine, eines an Position 5 und ein zweites an Position 33. Dabei bildet das TAFII250-
phosphorylierte Serin 33 nicht das Homolog des in Säugern phosphorylierten Serins 32,
sondern entspricht vielmehr dem Serin 36, womit fraglich ist, ob die H2BS33-
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Phosphorylierung als analoge Reaktion der Apoptose-induzierten H2BS32-Phosphorylierung
in Erwägung gezogen werden kann. Bei näherer Betrachtung läßt sich jedoch feststellen, daß
die NH2-terminal an das Serin 33 angrenzende Sequenz einer hochkonservierten Erkennungs-
sequenz (K/RK/RxS/T) für Serin/Threonin-Kinasen entspricht. Dieses Motiv findet sich auch
in der NH2-terminal von Serin 32 gelegenen Sequenz (2.1.5, Abb.2.5). Es könnte daher sein,
daß die Funktion des Drosophila H2B33 als Phoshatgruppenakzeptor in höheren Organismen
durch das vermutlich leichter zugängliche Serin 32 übernommen wurde (2.1.5, Abb.2.5 und
Abb.2.6). Ob diese Hypothese zutrifft, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht
werden. Da Apoptose in Drosophila Zellkultur durch Zugabe von Camptothecin induziert
werden kann (D. Wassarman, persönliche Mitteilung), sollte es aber möglich sein, diese
Frage zu klären.
Beide Serine, H2BS33 in Drosophila und H2BS32 in Säugern, befinden sich in der
trypsinresistenten, globulären Domäne von Histon H2B (2.1.5, Abb.2.6). Dieser Sachverhalt
wirft die Frage auf, ob diese beiden Aminosäuren im Nukleosom für Kinasen überhaupt zu-
gänglich sind. Analysen der Kristallstruktur von Nukleosomen aus Gallus gallus zufolge,
interagieren beide Serin-Reste mit der nukleosomalen DNA und sollten für Kinasen
zugänglich sein (Abb.2.6, Hansen, 2002).
Welche Funktion der H2BS32-Phosphorylierung in apoptotischen Säugerzellen
zukommt, ist bisher unbekannt. Es wurde zwar festgestellt, daß diese Modifizierung mit der
Fagmentation der DNA einhergeht, ob sie jedoch die Ursache oder die Folge dieser Reaktion
darstellt is unklar (Ajiro, 2000). Neueste Untersuchungen zur Apoptose-induzierten Histon-
phosphorylierung lassen jedoch vermuten, daß Histonphosphorylierung eher eine Ursache der
Apoptose-abhängigen DNA-Fragmentation darstellt, als deren Folge. So konnte gezeigt
werden, daß der DNA-Fragmentation eine Phosphorylierung von Histon H3 vorangeht, die
eine erhöhte Sensitivität der chromosomalen DNA gegenüber DNasen mit sich bringt
(Enomoto et al., 2001). Des weiteren wurde nach Induktion der Apoptose im Chromatin des
Apoptose-Gens Caspase-10 ein erhöhtes Vorkommen, an durch Phosphorylierung und Acety-
lierung mehrfach modifiziertem Histon H3 festgestellt (Li et al., 2002). Es wird daher
vermutet, daß die synergistischen Aktivitäten von Histonkinasen und HATn die Transkription
Apoptose-spezifischer Gene aktivieren (Li et al.. 2002). Es könnte daher sein, daß der
TAFII250-katalysierten H2BS33-Phosphorylierung eine ähnliche Funktion bei der Akti-
vierung der Transkription spezifischer Gene in apoptotischen Zellen zukommt.
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Ein erhöhtes Vorkommen an phosphoacetyliertem Histon H3 wurde ebenfalls in nicht-
apoptotischen Zellen beobachtet und mit einer Aktivierung der Transkription der Gene c-fos
und c-jun in Zusammenhang gebracht (Cheung et al., 200a; Clayton et al., 2000; Lo et al.,
2000 und 2001). Es konnte gezeigt werden, daß die Histon H3-Phosphorylierung den ersten
Schritt bei der Aktivierung der Transkription spezifischer Gene darstellt, indem sie die Akti-
vität spezifischer HATs wie GCN5 forciert und so möglicherweise zur GCN5/CBP-vermit-
telten Rekrutierung des Chromatin-Remodeling-Komplexes SWI/SNF beiträgt (Agalioti et
al., 2000; Lo et al., 2000 und 2001; Syntichaki et al., 2001; Featherstone, 2002). In Anbe-
tracht der Tatsache, daß TAFII250 über Histonkinase- und HAT-Aktivität, sowie über zwei
Bromodomänen verfügt, liegt die Vermutung nahe, daß TAFII250 die Transkription auf
ähnliche Weise aktiviert und so seiner Funktion als Koaktivator nachkommt. So wurde
festgestellt, daß der SWI/SNF-Komplex bevorzugt an Nukleosomen aktiv wird, deren H2B-
Histone an spezifischen Aminosäuren ihrer NH2-terminalen Sequenzen acetyliert sind (Recht
und Osley, 1999). Es könnte demnach sein, daß die TAFII250-vermittelte H2BS33-
Phosphorylierung ebenfalls den ersten Schritt bei der Aktivierung spezifischer Gene darstellt,
indem sie die Aktivitäten von HATs und Chromatin-Remodeling-Komplexen forciert. Das
phosphorylierte H2BS33 könnte hierbei, der „Histon-Code“-Hypothese entsprechend, als
Erkennungsmerkmal für andere chromatinmodifizierende Proteine oder Chromatin-
Remodeling-Komplexe dienen (Turner, 1993; Strahl und Allis, 2000). Proteindomänen, die
eine Bindung an phosphorylierte Histone oder Nukleosomen vermitteln, wurden bisher zwar
nicht identifiziert, doch die Tatsache, daß einige Proteine, die zumeist Komponenten von
Signaltransduktionskaskaden darstellen, über Phosphoprotein-bindende Domänen verfügen,
wie z. B. über eine Phosphotyrosin-bindende SH2 ("Src Homologie Domäne 2")-Domäne,
läßt vermuten, daß es ähnliche Domänen in nukleären Faktoren gibt, die eine Bindung an
phosphorylierte Bereiche des Chromatins ermöglichen.
Die Phosphorylierung von H2BS33 könnte jedoch ebenso auf andere Weise zur
Aktivierung der Transkription beitragen. So könnte durch die Übertragung einer negativ-gela-
denen Phosphatgruppe auf das Serin 33 die Interaktion dieser Aminosäure mit der nukleo-
somalen DNA aufgehoben werden und damit am Nukleosom ansonsten unzugängliche DNA-
Sequenzen für andere Faktoren zugänglich gemacht werden. Des weiteren könnte die
Bindung der nukleosomalen DNA an das Histon-Oktamer insgesamt destabilisiert und so
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vielleicht die Aktivität verschiedener Transkription-regulierender Faktoren am Nukleosom
erleichtert werden.
Im Gegensatz zur Transkriptionsaktivierung durch Histon H3-Phosphorylierung
liegen bisher keine konkreten Ergebnisse vor, die belegen, daß eine Phosphorylierung von
Histon H2B ebenfalls zur Aktivierung der Transkription beiträgt. Untersuchungen an
Seeigeln lassen aber vermuten, daß die Phosphorylierung der Seeigel-spezifischen Histone
H1 und H2B (Sp H1 und Sp H2B) eine wichtige Funktion bei der Regulation embryonaler
Prozesse in vivo einnimmt, indem sie die Etablierung einer Transkription-reprimierenden
Chromatinstruktur inhibiert (Green et al., 1995). Diese Vermutung beruht zum einen auf der
Beobachtung, daß während der gesamten Spermatogenese, sowie in frühen Stadien der
Embryonalentwicklung, sprich in Entwicklungsstadien mit aktivierter Transkription,
vornehmlich phosphorylierte Formen der Histone Sp H1 und Sp H2B detektiert werde
können, zum anderen auf der Feststellung, daß die nichtphosphorylierten Formen dieser
Histone an DNA binden, die phosphorylierten Formen hingegen nicht, was eine
„Auflockerung“ des Chromatins herbeiführt (Green et al., 1993 und 1995).
TAFII250 katalysiert zwar die Phosphorylierung von Histon H2B, wenn es als Einzel-
histon vorliegt, scheint es im Komplex mit anderen Histonen, sprich im Histon-Oktamer,
jedoch nicht als Substrat zu erkennen (Abb.2.24). Da Histone in den Kernen eukaryotischer
Zellen jedoch in Form von Nukleosomen vorliegen, wirft diese Beobachtung die Frage auf,
ob die in vitro festgestellte H2B-Phosphorylierung in vivo relevant sein kann. Am Beispiel
der HAT GCN5 wird deutlich, daß dies der Fall ist. Rekombinantes GCN5 acetyliert in vitro
zwar Histone, aber keine Nukleosomen (Grant et al., 1999). Eine GCN5-vermittelte
Acetylierung von Nukleosomen erfolgt nur in Verbindung mit anderen Proteinen, als
Multiproteinkomplex (Grant et al., 1999). Möglicherweise phophoryliert TAFII250 das Histon
H2B im Histon-Oktamer bzw. im Nukleosom ebenfalls nur im Komplex mit andern
Proteinen, z.B. im TFIID-Komplex. So könnte die hufeisenförmige Struktur des TFIID-
Komplexes zur richtigen Positionierung der TAFII250-Kinase am Nukleosom beitragen und
deren Aktivität am Nukleosom erst ermöglichen (Jacobson et al., 2000).
Neben der Phosphorylierung von Histon H2B, konnte in der vorliegenden Arbeit eine
Phosphorylierung der Histone H3 und H4 festgestellt werden, die modifizierten Aminosäuren
wurden jedoch nicht betimmt (Abb.2.1; Abb.2.9.; Abb.2.18; Abb.2.20; Abb.2.21; Abb.2.24).
Im Gegensatz zu H2B wird H3 im Histon-Oktamer phosphoryliert, was vermuten läßt, daß
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die TAFII250-vermittelte Phoshorylierung an der frei zugänglichen NH2-Sequenz erfolgt, oder
aber an einer an der Oberfläche lokalisierten Aminosäure der globulären Domäne (Abb.2.20
und Abb.2.24). Die Tatsache, daß keine Phosphorylierung der Histon H3- und Histon H4-
Peptide festgestellt wurden deutet hingegen darauf hin, daß die NH2-terminalen Sequenzen
dieser Histone von der TAFII250-Kinase nicht oder nur am intakten Histon als Substrate
erkannt werden (Abb.2.2).
In der NH2-terminalen Sequenz von Histon H3 sind zwei Serine enthalten, eines an
Position 10, ein weiteres an Position 28. Die Phsophorylierung von Serin 10 konnte sowohl
mit Repression als auch mit Aktivierung der Transkription in Zusammenhang gebracht
werden, die Phosphorylierung an Serin 28 hingegen scheint die Kondensation der Chromo-
somen während der Mitose zu induzieren (Mahadevan et al., 1991; Chen et al., 1992;
Hendzel et al., 1997; Goto et al., 1999; Thomson et al., 1999; Lo et al., 2000 und 2001;
Featherstone, 2002). Über die Phosphorylierung anderer Aminosäuren von Histon H3 ist
bisher nichts bekannt. Da DTAFII250 zwar das intakte Histon als Substrat erkannt und an
einer nicht identifizierten Aminosäure phosphoryliert hat, jedoch keines der beiden Serine des
Histon H3-Peptids, ist bisher völlig unklar, welche Bedeutung der beobachteten H3-
Phosphorylierung zukommen könnte.
Über die Phosphorylierung von Histon H4 ist derzeit nur wenig bekannt. So konnte
ein erhöhtes Vorkommen an phosphoryliertem Histon H4 nach Induktion der Apoptose in
Säugerzellen beobachtet werden, welche Funktion dem phosphorylierten H4 hierbei zukommt
ist jedoch unbekannt (Enomoto et al., 2001). Welche Bedeutung die im Rahmen dieser Arbeit
festgestellte Phosphorylierung von Histon H4 einnehmen könnte, ist aus den selben Gründen,
wie zuvor für das Histon H3 beschrieben, unklar.
3.1.3. Die Histon-Kinase aktive Domänen des Koaktivators DTAFII250 ist im COOH-
Terminus lokalisiert
HTAFII250 verfügt über zwei distinkte Kinase-Domänen, eine NTK und eine CTK, die auto-
als auch transkatalytsich aktiv sind (Dikstein et al., 1996). Es war deshalb sehr
wahrscheinlich daß DTAFII250 ebenfalls über zwei Kinase-Domänen verfügt. Um die Histon-
Kinase-Domäne von DTAFII250 zu lokalisieren, wurden Fragmente des DTAFII250-Proteins
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hergestellt, die den NTK und CTK-Domänen von HTAFII250 entsprechen (Abb.2.7). Es
wurde gezeigt, daß beide Domänen auto- und histonkinaseaktiv sind, wobei die Histonphos-
phorylierung durch die CTK wesentlich stärker ausgeprägt war (Abb.2.9; Abb.2.12;
Abb.2.13; Abb.2.21; Abb.2.22 und Abb.2.24). Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden
Arbeit der Schwerpunkt auf die Charakteriserung der CTK-Domäne gesetzt. Als Substrate
dieser Kinase wurden die Histone H2B, H3 und H4 identifiziert, wobei die Histone H2B und
H3 deutlich stärker phosphoryliert wurden, als das Histon H4 (Abb.2.18; Abb.2.20). Die
Phosphorylierung des Histons H2B erfolgte dem DTAFII250-Volllängen-Protein
entsprechend an Serin 33 (Abb.2.19). Des weiteren wurde gezeigt, daß die als Histonkinase
identifizierten 534 - 637 COOH-terminalen Aminosäuren für die Histonphosphorylierung
essentiell sind. So war die Histon-Kinase-Aktivität NH2- und COOH-terminal verkürzter
Formen der CTK deutlich herabgesetzt (Abb.2.13; Abb.2.14). Obwohl nicht ausgeschlossen
werden kann, daß die verminderte Aktivität der untersuchten Deletionsmutanten der
DTAFII250-CTK durch Fehlfaltung der rekombinanten Proteine verursacht wird, so ist diese
Möglichkeit doch nicht sehr wahrscheinlich. Wahrscheinlicher ist, daß die NH2- und COOH-
terminalen Sequenzen für die Kinase-Aktivität erforderlich sind, auch wenn bisher unklar ist,
welche Funktion ihnen bei der Phosphorylierung von Histonen in vitro zukommt.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, daß DTAFII250 als Serin-spezifische
Histonkinase agiert, wobei die Histonphosphorylierung von etwa 600 der COOH-terminalen
Aminosäuren abhängig ist.
3.2. TAFII250 ist eine atypische Serin/Threonin-Kinase
Bereits in früheren Untersuchungen zur Charakterisierung der Kinase-Aktivität von humanem
TAFII250 wurde festgestellt, daß TAFII250 nur geringe Homologie mit den charakteristischen
Sequenzmerkmalen anderer Serin/Threonin-Kinasen aufweist (Dikstein et al., 1996). Als
charakteristisches Merkmal Tyrosin- und Serin/Threonin-spezifischer Kinasen wurde hierbei
eine COOH-terminal lokalisierte, katalytische Domäne von 250 - 300 Aminosäuren Länge
betrachtet, die wiederum in elf Subdomänen (Subdomänen I - XI) mit zum Teil stark konser-
vierten Aminosäuresequenzen unterteilt ist (Hanks et al.,1988). Diese konservierten Teil-
sequenzen wurden zuvor durch die Analyse der Aminosäuresequenzen von insgesamt 65 ver-
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schiedenen Tyrosin- und Serin/Threonin-Kinasen identifiziert (Hanks et al.,1988). Obwohl
die biologische Funktion der meisten dieser Sequenzmotive nicht bekannt war, wurden sie
aufgrund ihrer starken Konservierung als essentiell betrachtet. Weiterführende Studien haben
jedoch gezeigt, daß lediglich drei dieser Subdomänen für die katalytische Aktivität von
Serin/Threonin- und Tyrosin-Kinasen relevant sind und zu zwei essentiellen Subdomänen
zusammengefaßt werden können (http://us.expasy.org/cgi-bin/get-prodoc-entry?PDOC00100;
http://www.chemsoc.org/exemplarchem/entries/2001/walter/seq_mot.htm) Hierzu gehören
eine ATP-bindende Domäne, und eine Substrat-bindende Domäne (Abb.3.1). Die Substrat-
bindende Subdomäne dient der Erkennung der richtigen Hydroxiaminosäure (Serin, Threonin
oder Tyrosin) und ist an der Bindung des ATP-Moleküls beteiligt (Hanks et al., 1988;
Knighton et al., 1991). Die Analyse der dreidimensionale Struktur einer Vielzahl von Protein-
kinasen hat ergeben, daß die katalytische Domäne sich aus zwei Schleifen zusammensetzt:
einer kleinen NH2-terminalen Schleife, die eine "twisted b-Faltblatt"-Struktur ausbildet und
die ATP-Bindestelle repräsentiert (ATP-bindenede Subdomäne), und einer größeren NH2-
terminalen Schleife, die sich überwiegend aus a-Helices zusammensetzt und der
Substratbindung dient (Substrat-bindende Subdomäne) (Jonson et al., 1996; Ryazanov et al.,
1997). Die kleine Schleife wird von einem konservierten GxGxxG-Motiv gebildet und intera-
giert direkt mit den Phosphaten des ATP-Moleküls (Hardie und Hanks, 1995; Taylor et al,
1992; Jonson et al., 1996). Ein weiteres charakteristischen Sequenzmerkmal der ATP-
bindenden Subdomäne ist ein konserviertes Lysin, das bis zu 20 Aminosäuren COOH-
terminal des GxGxxG-Motivs lokalisiert ist und an der Bindung der b- und g-Phosphate des
ATP-Moleküls beteiligt ist (Kamps und Sefton, 1986; Hanks und Hunter, 1996; Jonson et al.,
1996). In der Mehrzahl der bis dato charakterisierten eukaryotischen Kinasen ist das ATP-
bindende Motiv GxGxxG am äußersten NH2-terminalen Ende der katalytischen Domäne
lokalisiert (Hanks und Hunter, 1996; Hardie und Hanks, 1995; Taylor et al, 1992). Obwohl
mittlerweile eine Reihe von Proteinkinasen beschrieben wurde, deren katalytische Domänen
nicht mit den beschriebenen Merkmalen eukaryotischer Proteinkinasen übereinstimmen, so
ist die Mehrzahl aller Serin/Threonin- und Tyrosin-Kinasen zumindest durch eine ATP-





















einer geschweiften Klammer ({}) umgeben sind hingegen dürfen nicht an dieser Position vorkommen, ansonsten
wird jede der restlichen Aminosäuren als richtig gewertet. Kann an einer Position jede beliebige Aminosäure
vorkommen, so ist die Position mit einem x gekennzeichnet. Handelt es sich hierbei um eine Folge von
beispielsweise drei beliebigen Aminosäuren, so ist dieser Sachverhalt durch eine in Klammern gesetzte Drei
wiedergegeben (x(3)). Ist diese Folge in ihrer Länge variabel, so werden die Mindestanzahl, sowie die maximale
Anzahl an Aminosäuren in Klammern gesetzt und die beiden Angaben durch ein Komma getrennt (x(2,4)). Für
nähere Erläuterungen siehe 3.2. oder 2.2. Für weitere Erläuterungen zur PROSITE-Syntax siehe http://npsa-
pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSAHLP/npsahlp_pattsyntax.html.
3.2.1. ATP-bindende Subdomänen
Um DTAFII250 als Kinase weiter zu charakterisieren wurde im Rahmen dieser Arbeit die
Aminosäuresequenz der DTAFII250-Kinase auf Sequenzmotive untersucht, die ATP-
bindende Subdomänen ausbilden könnten (2.2, Abb.2.28 - 32). Hierfür wurde eine
Konsensussequenz bzw. "Signaturpattern" der PROSITE-Datenbank verwendet (2.2,
Abb.2.28 - 32; 3.2, Abb.3.1). Im Gegensatz zu herkömmlichen Konsensussequenzen, handelt
es sich bei einem Signaturpattern nicht um eine Abfolge von Aminosäuren, wobei jede
Position innerhalb dieser Folge von derjenigen Aminosäure eingenommen wird, die in einer
Auswahl an homologen Sequenzen am häufigsten an dieser Position vorkommt, sondern um
ein komplexes Sequenzmuster, das wiedergibt, welche Aminosäuren an einer bestimmten
Position innerhalb einer Auswahl an homologen Sequenzen bereits identifiziert wurden. In
einem Signaturpattern werden variable Aminosäuren ebenso wiedergegeben wie
hochkonservierte. Zu den hochkonservierten Aminosäuren der ATP-bindenden Subdomäne
eukaryotischer Kinasen gehören zum einen die ersten beiden Glycine innerhalb des ATP-
bindenden GxGxxG-Motivs. Der dritte dieser Glycin-Reste ist weniger stark konserviert und
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ist in einigen Kinasen durch ein Serin oder Alanin ersetzt. Zum anderen wurde festgestellt,
daß dem ersten dieser Glycine in der Mehrzahl aller untersuchten Kinasen ein Leucin, ein
Isoleucin oder ein Valin vorausgeht Dieser Sachverhalt ist in dem verwendeten PROSITE-
Signaturpattern der ATP-bindenden Domäne eukaryotischer Kinasen in folgender Weise
wiedergegeben: [LIV]-G-{P}-G-{P}-[FYWMGSTNH]-[SGA] etc. (2.2.2, Abb.2.28 - 29).
Des weiteren besagt dieses Sequenzmuster, daß an Position 3 und 5 jede beliebige
Aminosäure vorkommen kann, außer Prolin. Ebenfalls hochkonserviert, und für die
katalytische Aktivität einer Kinase essentiell, ist das bereits beschriebene Lysin COOH-
terminal des ATP-bindenden Motivs. Die ATP-bindenden Subdomänen der Mehrzahl der
bisher charakterisierten Kinasen zeichnen sich demnach durch drei hochkonservierte
Aminosäuren aus, jeweils einem Glycine an Position 2 und 4, und einem Lysin, das sich 16 -
29 Aminosäuren COOH-terminal des zweiten der beiden Glycine befindet. Einige der
dazwischen liegenden Aminosäuren sind ebenfalls relativ stark konserviert, wie z. B. das
dritte Glycin des ATP-bindenden Motivs, andere Positionen innerhalb dieses Sequenzmusters
wiederum können von jeder beliebigen Aminosäure eingenommen werden.
Mit Hilfe des PROSITE-Signaturpatterns für ATP-bindende Subdomänen wurden
insgesamt acht putativ ATP-bindende Sequenzen innerhalb des DTAFII250 Volllängen
Proteins identifiziert (2.2.2, Abb. 2.29.). Zwei dieser Sequenzen sind in der CTK-Domäne
(Abb.2.29: ATP-7 und ATP-8), drei in der NTK (Abb.2.29: ATP-1, ATP-2 und ATP-3) und
drei weitere im zentralen Bereich (Abb.2.29: ATP-4, ATP-5 und ATP-6) des TAFII250-
Proteins lokalisiert. Während alle acht der identifizierten Sequenzen ein möglicherweise
katalytisch aktives Lysin aufweisen, zeigen nur fünf ein konserviertes ATP-bindendes
GxGxxG-, bzw. [LIV]-G-{P}-G-{P}-[FYWMGSTNH]-[SGA]-Motiv, das sowohl die beiden
Glycin-Reste an Position 2 und 4, als auch ein drittes Glycin, bzw. Serin oder Alanin an
Position 7 enthält. Alle fünf dieser Sequenzen befinden sich entweder in der NTK- oder in der
CTK-Domäne, keiner der in zentralen Bereichen lokalisierten Sequenzabschnitte besitzt ein
entsprechend konserviertes ATP-bindendes Motiv. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, daß
den drei zentral gelegenen Sequenzen ATP-4, ATP-5 und ATP-6 keine funktionelle Relevanz
zukommt. Die drei in der NTK lokalisierten Abschnitte überschneiden sich bis auf wenige
Aminosäuren (ATP-1, ATP-2 und ATP-3). Dies läßt vermuten, daß im gefalteten Protein nur
eine dieser drei Sequenzen eine ATP-bindende Domäne ausbildet. Ebenso verhält es sich mit
den beiden in der CTK identifizierten Sequenzen (ATP-7 und ATP-8). Der durch das NPSA-
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Programm verwendete Algorithmus identifizierte zwei sich bis auf zwei terminal gelegene
Aminosäuren überschneidende Sequenzen, die daher wohl als Einheit betrachtet werden
können. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen weisen darauf hin, daß DTAFII250 zwei ATP-
bindende Subdomänen ausbildet. Eine dieser Subdomänen befindet sich am NH2-terminalen
Ende des DTAFII250-Proteins und wird von der Sequenz zwischen den Aminosäuren 39 - 75
gebildet, die zweite dieser Subdomänen ist am NH2-terminalen Ende der CTK-Domäne
zwischen den Aminosäuren 1747 - 1780 lokalisiert (Abb.3.2).
Abb.3.2. Zusammen-
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der PROSITE-Datenbank, identifiziert. Für nähere Erläuterungen siehe 3.2.1. und 3.2.2. oder 2.2. Die mit ATP-
1749-1780 gekennzeichnete Sequenz wurde bei der manuellen Analyse identifiziert und ist mit der Subdomäne
ATP-8 identisch.
Bei der manuellen Analyse der CTK-Sequenz wurde eine weitere putative ATP-
bindende Sequenz identifiziert, die von dem NPSA-Programm nicht gefunden wurde
(Abb.2.28: ATP-1791-1821; Abb.3.2). Das ATP-bindende Motiv dieser Sequenz überschnei-
det sich mit dem DNA-bindenden AT-Hook Motiv 1, während das katalytisch aktive Lysin in
der durch das Exon 12a-codierten Sequenz lokalisisiert ist. Bei den Exon 12a- und Exon 13a-
codierten Sequenzen handelt es sich um alternative Sequenzen, die in einer Spleißvariante des
DTAFII250-Proteins identifiziert wurden, die nach Induktion der Apoptose in embryonalen
Drosophila Stammzellen gebildet wird (D. Wassarman, persönliche Mitteilung). Sollte die
ATP-1791-1821-Sequenz tatsächlich die ATP-bindende Subdomäne der DTAFII250-CTK
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bilden, so wäre die katalytische Aktivität dieser Kinase vermutlich auf apoptotische Zellen
beschränkt. Dieser Sachverhalt würde erklären, warum es bisher nicht möglich war, mit dem
hergestellten a-H2B-Phosphoserin-33-Antikörper phosphoryliertes Histon H2B in Histon-
Otamer- oder Nukleosom-Präparationen aus Drosophila Embryonen zu detektieren (2.3;
3.1.2). Die Beobachtung, daß das ATP-bindende Motiv dieser Subdomäne sich mit dem
DNA-bindenden AT-Hook Motiv 1 überschneidet, läßt vermuten, daß diese Subdomäne
alternativ an DNA, oder aber an freies ATP bindet und so die Kinase-Aktivität der
DTAFII250-CTK entweder reguliert, oder aber an bestimmte DNA-Regionen rekrutiert wird.
Ob die ATP-1791-1821-Sequenz tatsächlich die ATP-bindende Subdomäne der DTAFII250-
CTK bildet, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht werden, es sollte aber
möglich sein, diese Hypothese mit Hilfe von DTAFII250-CTK-Proteinen ohne die Exon 12a-
codierende Sequenz, zu überprüfen.
3.2.2. Substrat-bindende Subdomänen
Ein weiteres charakteristisches Strukturmerkmal eukaryoticher Kinasen ist eine Substrat-bin-
dende Subdomäne, die sich charakteristischerweise COOH-terminal zu der ATP-bindenden
Subdomäne befindet (2.2.3; Abb.3.1). Die Substrat-bindenden Subdomänen von
Serin/Threonin- und Tyrosin-Kinasen sind nahezu identisch. Sie werden von 13 Aminosäuren
langen Sequenzen gebildet, die durch drei hochkonservierte Aminosäuren gekennzeichnet
sind (2.2.3, Abb.2.30 - 31). Hierzu gehören eine Asparaginsäure an Position 5, ein Asparagin
an Position 10 und eine Substrat-spezifische Aminosäure an Position 7. Die beiden Amino-
säuren Asparaginsäure und Asparagin kontaktieren vermutlich das von der ATP-bindenden
Subdomäne gebundene ATP und sind so in die katalytischen Reaktion involviert (Hanks et
al., 1988). Die Position der Substrat-bindenden Aminosäure wird bei Serin/Threonin-Kinasen
von einem Lysin eingenommen, bei Tyrosin-Kinasen hingegen von einer der Aminosäuren
Arginin, Serin, Threonin, Alanin oder Cystein.
Für die Suche nach putativ Substrat-bindenden Sequenzen wurden PROSITE-
Signaturpattern der katalytisch-aktiven Subdomänen eukaryotischer Serin/Threonin- bzw.
Tyrosin-Kinasen verwendet (2.2.3, Abb.2.30 - 31; Abb.3.1). Da die beiden Signaturpattern
mit Ausnahme der Aminosäuren an Position 7 identisch sind, identifizierte der Algorithmus
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des für die Analyse der DTAFII250-Aminosäuresequenz verwendeten NPSA-Programms,
einige Sequenzabschnitte sowohl als Serin/Threonin- als auch als Tyrosin-Kinase-spezifisch
(2.2.3, Abb.2.31 - 32). Insgesamt wurden sechs Serin/Threonin- (S/T-1 bis -6) und acht
Tyrosin-spezifische (Y-1 bis -8) Sequenzen identifiziert (2.2.3, Abb.2.32). Jeweils vier
Sequenzabschnitte einer dieser beiden Gruppen sind mit vier Sequenzabschnitten der anderen
Gruppe identisch. Mit Ausnahme der Sequenzen S/T-2 und Y-8 zeigen die identifizierten
Sequenzen maximal zwei der zuvor beschriebenen drei hochkonservierten Aminosäuren. Da
diese Aminosäuren direkt an der katalytischen Reaktion beteiligt sind, wurden in der vorlie-
genden Arbeit nur diejenigen Sequenzen als positive Treffer bewertet, die alle drei dieser
konservierten Aminosäuren aufweisen. Darunter waren eine putativ Tyrosin-bindende
Sequenz (Y-8) und eine putativ Serin/Threonin-bindende Sequenz (S/T-2). Die potentiell
Serin/Threonin-bindende Subdomäne S/T-2 befindet sich innerhalb der NTK-Domäne,
COOH-terminal der identifizierten potentiellen ATP-bindenden Subdomäne und wurde
bereits in früheren Untersuchungen als Serin/Threonin-Kinase-spezifisches Motiv
beschrieben (Dikstein et al., 1996). Die potentiell Tyrosin-bindende Subdomäne Y-8 befindet
sich in der CTK-Domäne. Entgegengesetzt der Erwartungen, die durch die in vitro
gewonnenen Ergebnisse geweckt wurden, wurde durch das NPSA-Programm keine für
eukaryotische Kinasen typische, Serin/Threonin-bindende Subdomäne innerhalb der CTK-
Domäne identifiziert (Abb.3.2).
Bei der manuellen Analyse der CTK-Aminosäuresequenz wurden zwar zwei weitere
Sequenzen identifiziert, die Serin/Threonin-bindende Subdomänen bilden könnten, jedoch
weisen auch sie lediglich zwei der drei konservierten Aminosäuren auf (2.2.3, Abb.2.30: S/T-
7 und S/T-8). Hierzu gehören eine Asparaginsäure an Position 5 und ein Serin/Threonin-
kontaktierendes Lysin an Position 7. Da diese beiden Sequenzen die einzigen Hinweise auf
möglicherweise katalytisch aktive Aminosäuren innerhalb der CTK-Domäne darstellen,
wurden sie dennoch in die Liste der positiven Treffer mit aufgenommen.
Zusammenfassend läßt sich feststellen, daß es durch die Anwendung spezifischer
PROSITE-Signaturpattern möglich war, die NTK-Domäne anhand ihrer Aminosäuresequenz
als typische Serin/Threonin-Kinase zu charakterisieren, deren katalytische Domäne sich aus
einer ATP-bindenden Subdomäne (ATP-1-3) und einer COOH-terminal dieser Domäne loka-
lisierten Substrat-bindenden Subdomäne (S/T-2) zusammensetzt. Ferner konnte eine
potentiell ATP-bindende Subdomäne (ATP-7-8; ATP-1791-1821) innerhalb der CTK
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identifiziert werden, sowie zwei, wenn auch wenig konservierte, Serin/Threonin-bindende
Subdomänen (S/T-7 und S/T-8). Die DTAFII250-CTK läßt sich somit nicht als typische
Serin/Threonin-Kinase einstufen, repräsentiert möglicherweise aber eine Gruppe atypischer
Kinasen.
3.2.3. DTAFII250 ist nicht die einzige "atypische" Kinase und repräsentiert gemeinsam
mit anderen Bromodomäne-Kinasen eine neue Klasse eukaryotischer Protein-
kinasen
DTAFII250 weicht bereits insofern von der Mehrzahl eukaryotischer Kinasen ab, indem es
über zwei distinkte Kinase-Domänen verfügt, anstatt nur einer, im Idealfall im COOH-
Terminus lokalisierten Domäne. Während eine dieser Kinase-Domänen, die NTK, einige der
für Serin/Threonin-spezifischen Sequenzmerkmale zeigt, beschränkt sich die Homologie der
CTK auf zwei potentiell ATP-bindende Subdomänen und zwei nur gering konservierte
Serin/Threonin-bindende Subdomänen (3.2.1, 3.2.2). Dennoch besitzt die CTK in vitro Auto-
kinase- und Histonkinase-Aktivität (Dikstein et al., 1996; 3.1.3).
In zahlreichen Untersuchungen wurde gezeigt, daß Kinase-aktive Proteine katalytische
Domänen aufweisen können, die stark von der bisher beschriebenen Struktur abweichen
(Maru und Witte, 1991; Beeler et al, 1994; Eichinger et al, 1995; Futey et al, 1995; Dikstein
et al, 1996; Ryazanov et al, 1997). Die Tyrosin-Kinase A6 z. B. zeigt keines der konser-
vierten Motive der katalytischen Domäne eukaryotischer Protein-Kinasen, besitzt als
bakteriell exprimiertes Fusionsprotein in vitro aber dennoch Kinaseaktivität und phospho-
ryliert sowohl Tyrosine als auch Serine (Beeler et al., 1994). Eine weitere Gruppe atypischer
Kinasen stellen eukaryotische Homologe der ursprünglich nur in Prokaryoten identifizierten
Histidin-Asparaginsäure-Kinasen dar (Parkinson et al., 1992; Popov et al., 1992 und 1993;
Chang et al., 1993; Ota et al., 1993; Maeda et al., 1994; Swanson, 1994). Einige der in
Eukaryoten identifizierten Histidin-Asparaginsäure-Kinasen phosphorylieren, im Gegensatz
zu den prokaryotischen Histidin-Asparaginsäure-Kinasen, ihre Substrate an Serinresten
(Popov et al, 1993).
Die Mehrzahl der bisher beschriebenen Kinasen zeigt jedoch zumindest eines der
charakteristischen Sequenzmerkmale eukaryotischer Kinasen: die ATP-bindende Subdomäne,
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bzw. ein ATP-bindendes Motiv (Ryazanov et al, 1997; Futey et al, 1995). Eine dieser
Kinasen ist die Serin/Threonin-Kinase eEF-2. Homologievergleiche zwischen eEF-2K aus C.
elegans und Maus haben gezeigt, daß die COOH-terminal des ATP-bindenden Motivs
gelegenen Sequenzen weder ein konserviertes, ATP-kontaktierendes Lysin, noch das für
Serin/Threonin-Kinasen charakteristische Sequenzmotiv, noch anderweitige Homologie zu
eukaryotischen Kinasen aufweisen (Ryazanov et al, 1997). Eine NH2-terminal der ATP-
bindenden Subdomäne gelegene Sequenz von 200 Aminosäuren Länge hingegen ist stark
konserviert und weist mehrere strukturelle Eigenschaften auf, die für katalytische Aktivität
erforderlich sind. Sekundärstrukturvorhersagen zufolge wird die katalytische Domäne der
eEF-2 Kinase durch das ATP-bindende Motiv und die NH2-terminal gelegene Sequenz
gebildet (Ryazanov et al, 1997). Ausschlaggebend für diese Prognose ist die Bildung von vier
bis fünf b-Faltblattstrukturen innerhalb der NH2-terminalen Sequenz, und der damit
einhergehenden Möglichkeit ein "twisted b-Faltblatt" auszubilden, ein für Proteinkinasen
charakteristisches Strukturmekmal (Ryazanov et al, 1997).Die katalytische Aktivität des
Lysins wird hier vermutlich von zwei Cystein-Resten übernommen (Maru und Witte, 1991).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, daß die katalytische Aktivität NH2-terminal
verkürzter Formen der CTK in vitro drastisch herabgesetzt ist (2.1.7, Abb.2.13). Die beiden
potentiell ATP-bindenden Subdomänen, ATP-7 und ATP-1791-1821, sind jedoch im
zentralen Bereich der CTK-Domäne lokalisiert. Da die ATP-bindende Subdomäne in
typischen Kinasen das NH2-terminale Ende der katalytischen Domäne darstellt, sollte die Ent-
fernung von NH2-terminal der ATP-bindenden Subdomäne liegenden Sequenzen sich nicht
auf die Kinase-Aktivität auswirken. Möglicherweise bildet der NH2-terminale Bereich der
DTAFII250-CTK ähnliche Strukturen aus, wie es für die eEF-2 Kinase beschrieben wurde.
Die NH2-terminale Sequenz der DTAFII250-CTK ist ebenfalls hochkonserviert und umfaßt
einen Bereich von 250 Aminosäuren. Ein Großteil dieser Sequenz wird von zwei tandemartig
angeordneten Bromodomänen eingenommen. Kristallstrukturanalysen der Bromodomänen
von HTAFII250 zufolge, setzt sich jede dieser beiden Domänen aus einem Bündel von vier
Helices zusammen (Jacobson et al., 2000). Es ist anzunehmen, daß die Bromodomänen des
DTAFII250-Proteins eine ähnliche Struktur ausbilden. Die Struktur der NH2-terminalen




Mehrere Beobachtungen sprechen dafür, daß die beiden Bromodomänen einen ent-
scheidenden Einfluß auf die Kinase-Aktivität von DTAFII250 ausüben. Zum ersten zeigen
NH2-terminal verkürzte Formen der CTK verminderte Kinase-Aktivität. Zum zweiten wurde
eine Gruppe von autokatalytisch aktiven Kinasen identifiziert, die zwar geringe Homologie
mit charakteristischen Kinasen aufweisen, dafür jedoch eine oder zwei Bromodomänen
(Matangkasombut et al., 2000). Diese Kinasen repräsentieren gemeinsam mit TAFII250
vermutlich eine neue Klasse an Proteinkinasen, zu der unter anderem die Säuger-Kinase
RING3 und das Hefe-Protein Bdf1 gehören (Matangkasombut et al., 2000). Bdf1 stellt inso-
fern eine Besonderheit dar, da es das Hefe-Homolog der CTK des TAFII250-Proteins höherer
Organismen darstellt, während TAFII145 das Homolog der NTK bildet. Die Tatsache, daß die
beiden Kinase-Domänen des TAFII250-Proteins höherer Organismen in Hefe auf zwei
Proteine aufgeteilt sind, wobei die beiden Bromodomänen einen Teil des CTK-Homologs
Bdf1 bilden, deutet darauf hin, daß die Bromodomänen eine besondere Funktion bei der
CTK-vermittelten Reaktion ausüben. Bromodomänen ermöglichen die Bindung von TAFII250
an mehrfach acetyliertes Histon H4-Peptid in vitro, es könnte demzufolge sein, daß die beiden
Bromodomänen der DTAFII250-CTK an der Substraterkennung und Substratbindung beteiligt
sind, indem sie DTAFII250 an bereits acetylierte Nukleosomen rekrutieren (Jacobson et al.,
2000; siehe auch 3.3).
3.3. Effekte der CTK-Deletionsmutanten TAFII2501984 und TAFII2503194 auf die DL-
abhängige Transkription im Drosophila Embryo und mögliche Funktionen der
CTK in vivo
Das Modellsystem Drosophila ermöglicht es, transkriptionsaaktivierende Domänen regulato-
rischer Faktoren in vivo zu charakterisieren, indem man untersucht, welche der Domänen für
die Expression eines spezifischen Zielgens essentiell sind. In der vorliegenden Arbeit wurde
diese Möglichkeit angewendet, um zu untersuchen, ob die als CTK identifizierte Domäne für
die Funktion von TAFII250 als Koaktivator erforderlich ist (2.4). Hierfür wurden zwei ver-
schiedene Drosophila Mutanten verwendet, die jeweils eines der beiden TAFII250-Allele,
TAFII2501984 und TAFII2503194 tragen (Abb.2.36). Beide Allele enthalten jeweils eine Punkt-
mutation innerhalb der für die CTK-codierenden Sequenz, die ein STOP-Codon in den Lese-
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rahmen des TAFII250-Gens einfügt und so zur Expression COOH-terminal verkürzter Formen
des TAFII250-Proteins führt (D. Wassarman, unveröffentlichte Ergebnisse). Die so erzeugten
CTK-Deletionen bewirken die Letalität homozygot mutanter Drosophila Embryonen zu
Beginn der späten Embryogenese, was vermuten läßt, daß die CTK von TAFII250 an essen-
tiellen Prozessen der Embryonalentwicklung beteiligt ist (D. Wassarman, unveröffentlichte
Ergebnisse). Die verwendeten Allele wirken vermutlich als dominant-negative Inhibitoren der
Genexpression in vivo, indem die von diesen Allelen codierten mutanten Koaktivatoren trans-
kriptionsinaktive TFIID-Komplexe bilden und so die Transkriptionsaktivierung TFIID-
abhängiger Gene verhindern. Da TAFII250 maternal an den Embryo weitergegeben wird, es
aber nicht möglich ist homozygot mutante Weibchen zu erzeugen, erhalten die Embryonen
stets sowohl intaktes, als auch "defektes" TAFII250-Protein. Um den Effekt, den eine Deletion
der CTK auf die Transkription eines Zielgens ausübt zu verstärken, wurde die Zielgen-
expression deshalb in Embryonen untersucht, die eine reduzierte Aktivator-Gendosis und
folglich reduzierte Aktivator-Proteinkonzentration enthalten. TAFII250 wirkt als Koaktivator
der DORSAL (DL)-aktivierten Expression des Zinkfinger-Repressors SNAIL (SNA).
DL wirkt im frühen Drosophila Embryo als Aktivator und als Repressor der Genex-
pression und initiiert durch Regulation der Expression zahlreicher zygotischer Gene, darunter
sna, twist (twi) und rhomboid (rho), die Bildung der drei embryonalen Keimblätter (ventrales
Mesoderm, laterales Neuroektoderm, dorsales Ektoderm) entlang der dorsoventralen Achse
des Embryos (Rush und Levine, 1996). Die transkriptionale Aktivität von DL wird durch die
asymmetrische Aktivität einer maternalen Signaltransduktionskaskade reguliert, die am Ende
des vierzehnten Kernteilungszyklus eine regionsspezifische Translokation von DL aus dem
Cytoplasma in den Zellkern initiiert (Roth et al., 1989; Rushlow et al., 1989; Steward et al.,
1989; Govind et al., 1993; Ip et al., 1994; Kubota et al, 1995a und 1995b; Lemaitre et al.,
1995). In dorsalen Bereichen des Embryos fehlen die Aktivierungssignale dieser Transduk-
tionskaskade, so daß DL nicht in den Zellkern dorsaler Zellen transloziert wird. Die höchste
DL-Konzentration findet sich in ventralen Zellen und kontinuierlich abnehmende Konzen-
trationen in lateralen und dorsalen Zellen (Roth et al., 1989; Rushlow et al., 1989; Steward et
al., 1989). In ventralen Zellen aktiviert DL die Expression der Mesoderm-determinierenden
Gene sna und twi (Thisse et al., 1991; Jiang et al., 1992). Die sna-Expression ist hier auf eine
18 Zellen breite Domäne entlang der anterior-posterioren Achse des Drosophila Embryos
beschränkt (Thisse et al., 1988; Ip et al., 1992; Jiang et al., 1991 und 1992).
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Die CTK-abhängige Expression des DL-Zielgens sna wurde mit Hilfe von in situ-
Hybridisierungen in fixierten Ganzpräparaten homo- und heterozygot-mutanter TAFII2501984
und TAFII2503194 Embryonen unter Verwendung Digoxigenin-markierter cDNA untersucht. In
heterozygot-mutanten dl1/+ Embryonen entspricht das sna-Expressionsmuster dem in
Wildtyp Embryonen. Eine Reduktion der Aktivator-Gendosis scheint demnach keinen
Einfluß auf die DL-regulierte Transkriptionsaktivierung auszuüben (Abb.2.38). Ebenso
konnte keine Veränderung der sna-Expression in hetero- und homozygoten TAFII2501984- und
TAFII2503194 Embryonen festgestellt werden.
In dl1/+;TAFII2501984 und dl1/+;TAFII2503194 Embryonen dagegen ist das sna-Expres-
sionsmuster deutlich verändert (Abb.2.38). Beide TAFII250-Mutationen bewirkten eine
Reduktion der sna-Expression von einer 18 Zellen breiten, auf eine im Durchschnitt 12 Zellen
breite Domäne. Diese Phänotypen lassen die Schlußfolgerung zu, daß die sna-Transkription
in dl1/+;TAFII2501984 und d l1/+;TAFII2503194 Embryonen in Zellen, die innerhalb der sna-
Expressionsdomäne die geringste DL-Konzentration enthalten, inhibiert wird. Die Wirkung
der CTK-Deletionen beschränkte sich jedoch nicht nur auf diese Zellen, wie anhand der auf
wenige Zellen reduzierten sna-Expressiondomäne im Bereich der sich später entwickelnden
Kopffurche deutlich wird. Da die Reduktion der sna-Expression hier auch die am ventralst-
gelegenen Zellen betrifft, also Zellen mit der höchsten DL-Konzentration, scheinen die unter-
suchten TAFII250-Mutationen sna-Transkription zumindest in einigen Zellen DL-unabhängig
zu unterdrücken. Besonders deutlich ausgebildet war dieser Phänotyp in dl1/+;TAFII2503194
Embryonen, bei denen im Bereich der späteren Kopffurche keinerlei sna-Expression nachge-
wiesen werden konnte.
Ein ähnlicher Phänotyp wurde bereits in dl1/+;TAFII250S-625 Embryonen beobachtet,
die eine Histon UBAC-inaktive Form des TAFII250-Proteins exprimieren (Pham und Sauer,
2000; Wassarman et al., 2000). Das TAFII250S-625-Allel trägt eine Punktmutation innerhalb der
UBAC-Domäne-codierenden Sequenz des TAFII250-Gens, die eine Substitution der Amino-
säure Arginin an Position 1096 gegen Prolin zur Folge hat. Während TAFII250 das Linker-
Histon H1 in vitro ubiquitiniert, ist das TAFII250S-625-Protein in vitro UBAC-inaktiv. Zudem
wurde gezeigt, daß die Konzentration an monoubiquitiniertem Histon H1 in TAFII250S-625 Em-
bryonen wesentlich verringert ist. Die durch Punktmutation hervorgerufene Inaktivierung der
UBAC-Aktivität von TAFII250 bringt demnach eine Reduktion an modifiziertem Histon H1,
als auch eine Reduktion der sna-Expression mit sich. Die Schlußfolgerung dieser Ergebnisse
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war, daß die UBAC-Aktivität eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung der Transkription
in vivo spielen könnte.
Ensprechende Schlußfolgerungen lassen sich für die CTK-Aktivität von TAFII250
derzeit nocht nicht ziehen. Die Ergebnisse der sna-Expression in CTK-mutanten Embryonen
deuten zwar darauf hin, daß die CTK einen entscheidenden Einfluß auf die Aktivierung der
Transkription dieses Zielgens ausübt, ob dieser Effekt auf die Inaktivierung der Histonkinase-
Aktivität des TAFII250-Proteins zurückgeführt werden kann, ist jedoch nicht vollständig
geklärt. So konnte im Rahmen dieser Arbeit keine Phosphorylierung des Histons H2B an
Serin 33 in vivo nachgewiesen werden (mögliche Gründe hierfür wurden unter 3.1.2.
erläutert), noch konnte im Rahmen anderer Untersuchungen phosphoryliertes Histon H2B aus
Drosophila Embryonen, noch aus embryonalen Stammzellen isoliert werden (Levy-Wilson et
al., 1977; Giancotti et al., 1984). Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte jedoch auch kein
acetyliertes Histon H2B nachgewiesen werden. Die Acetylierung von H2B wurde
mittlerweile jedoch in zahlreichen Untersuchungen in vitro als auch in vivo nachgewiesen
(Zhang und Reinberg, 2001). Im Gegensatz zu H2B konnten phosphorylierte Formen der
Histone H3 und H4 bereits sehr früh aus embryonalen Zellen isoliert werden (Levy-Wilson et
al., 1977). Neben dem Histon H2B phosphoryliert die TAFII250-Kinase in vitro die Histone
H3 und H4 (2.1.1, Abb.2.1; 2.1.8, Abb.2.21 und Abb.2.24). Obwohl die TAFII250-vermittelte
Modifizierung dieser Core-Histone nicht an den frei zugänglichen NH2-terminalen Sequenz-
abschnitten erfolgt (2.1.2, Abb.2.2; 2.1.8, Abb.2.22), so ist es dennoch wahrscheinlich, daß
die betroffenen Aminosäuren an der Oberfläche des Nukleosoms lokalisiert sind, da sie auch
im Histon-Oktamer modifiziert werden (2.1.7, Abb.2.20; 2.1.8, Abb.2.24; 3.1.1.). Durch die
Phosphorylierung dieser Aminosäuren könnten Wechselwirkungen mit der nukleosomalen
DNA inhibiert werden und so zuvor unzugängliche Erkennungssequenzen zugänglich
gemacht werden. Die durch Phosphorylierung modifizierten Nukleosomen könnten ebenso
der Rekrutierung spezifischer Faktoren dienen, oder aber die Bindung Chromatin-assoziierter
Proteine mit Repressor-Funktion verhindern.
Wie bereits erwähnt, war die sna-Expression in den untersuchten Embryonen im
Bereich der späteren Kopffurche verschieden stark reduziert: Während die sna-Expression in
dl1/+;TAFII2501984 Embryonen lediglich auf eine nur wenige Zellen breite Domäne reduziert
war, so war die sna-Expression in dl1/+;TAFII2503194 Embryonen entweder vollkommen
inhibiert, oder aber auf ein nicht detektierbares Maß herabgesetzt (Abb.2.38). Obwohl das
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TAFII2501984-Allel einen größeren Bereich der CTK-Domäne eliminiert, der Translations-
abbruch erfolgt hier bereits bei Aminosäure 1580, so verursacht das TAFII2503194-Allel,
welches einen Translationsabbruch erst bei Aminosäure 1728 bewirkt, dennoch einen drasti-
scheren Phänotyp. Eine mögliche Erklärung dieser Beobachtung könnte darin bestehen, daß
TAFII2503194 beide der zwei tandemartig angeordneten Bromodomänen besitzt, das
TAFII2501984-Protein dagegen nur mehr eine (Abb.2.36). Kristallstrukturanalysen der
Bromodomänen von HTAFII250 haben gezeigt, daß die tandemartige Anordnung dieser zwei
Domänen die Bindung des Koaktivators TAFII250 an mehrfach acetyliertes Histon H4
ermöglicht (Jacobson et al., 2000). Wenn die Bindung von TAFII250 an acetylierte Nukleo-
somen den ersten Schritt einer Aktivierungskaskade darstellt, für deren Fortsetzung die CTK-
Domäne erforderlich ist, so besteht die Möglichkeit, daß TAFII2503194 mit der Wildtyp-Form
dieses Koaktivators um acetylierte Nukleosomen kompetiert. TAFII2503194 würde somit die
sna-Expression im Vergleich mit TAFII2501984 stärker inhibieren, da es zwar an acetylierte
Nukleosomen bindet, das Aktivierungssignal jedoch nicht weiterleiten kann und zudem die
Bindung intakter TAFII250-Proteine verhindert. TAFII2501984 hingegen würde die Expression
unabhängig vom Acetylierungszustand der Nukleosomen und somit weniger zielgerichtet
inhibieren. Daß Histonacetylierung und -phosphorylierung synergistisch zur Aktivierung der
Transkription beitragen, wurde am Beispiel der EGF-stimulierten Transkription bereits in
zahlreichen Untersuchungen nachgewiesen (Cheung et al., 2000a und 2000b; Clayton et al.,
2000). So konnte gezeigt werden, daß acetylierte und phosphorylierte Formen des Histons H3
vorzugsweise in Nukleosomen transkribierter Gene zu finden sind. Des weiteren wurde beob-
achtet, daß die Transkription des Hefe-Gens INO1 sowohl Histonkinase-, als auch Histon-
Acetyltransferase (HAT)-Aktivität erfordert (Lo et al., 2001).
In der vorliegenden Arbeit wurde der Schwerpunkt auf die Charakterisierung der
Histonkinase-Aktivität von TAFII250 gesetzt. Dementprechend wurden die Histone H2B, H3
und H4 als Substrate identifiziert. Es ist jedoch nicht auszuschließen, oder vielmehr wahr-
scheinlich, daß die CTK-Domäne neben Histonen auch andere Faktoren durch Phosphory-
lierung modifiziert, wie es am Beispiel der HTAFII250-CTK für RAP74 gezeigt wurde
(Dikstein et al., 1996). Ob die DTAFII250-CTK ihrem humanen Homolog entsprechend
einzelne Komponenten der GTM oder andere Chromatin-assoziierte Faktoren phosphoryliert,
und so möglicherweise deren Aktivität moduliert, wurde bisher nicht untersucht.
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Ferner besteht die Möglichkeit, daß die CTK-Domäne der Interaktion mit anderen
Faktoren dient und die beobachteten Phänotypen weniger auf den Verlust der Kinase-Akti-
vität zurückzuführen sind, als auf den Verlust spezifischer Interaktionen. So übernimmt
TAFII250 eine wichtige Funktion bei der Formation des TFIID-Komplexes. Es besteht dem-
nach die Möglichkeit, daß die CTK-Domäne für die Formation des TFIID-Komplexes not-
wendig ist, oder daß der TFIID-Komplex durch den Verlust spezifischer TAFII250/TAFII-
Interaktionen instabilisiert und so die Transkriptioninitiationsrate reduziert wird. Ferner
könnte die CTK-Domäne mit Enhancer-gebundenen Transkriptionsfaktoren interagieren und
so die Formation des TFIID-Komplexes am Core-Promotor initiieren. So wurde im Rahmen
dieser Arbeit beispielsweise eine starke Interaktion der CTK (DTAFII250-CT1500-1800) mit
dem DNA-bindenden Transkriptionsaktivator STAT92E beobachtet (nicht gezeigte Ergeb-




4. Material und Methoden
4.1. Material
4.1.1. Laborausstattung
Analytische Waage Sartorius analytic
Autoradiographiekassetten Suprema, Dr. Goos
Binokular Stemi SV6, Zeiss
Chromatographiesysteme Äkta Purifier, Äkta FPLC, Amersham Pharm. Biotech
Chromatographiesäulen alle von Amersham Pharm. Biotech
und Materialien HiTrap Chelating, 1 ml, 5 ml
HiTrap S Sepharose, 5 ml
Prepacked Gluthathione Sepharose 4B
Source 15Q PE 4.6/100
Superdex 200 HR10/30
Computer Hardware iMac, 800 MHz
Laser Drucker Optra S1855, Lexmark
Laser Drucker Dokuprint N2125
Tintenstrahldrucker business inkjet 2250tn, HP
Computer Software Microsoft Word 98, Microsoft Cooperation CA, USA
Canvas 7.0, Deneba
DNA Strider 1.3
Excel 2001, Microsoft Corp.
Internet Explorer 5.1, Microsoft Corp.
Lasergene Navigator, DNAStar
Linoscan Linocolor Elite 6.0.1, Heidelberg
Netscape Navigator 4.76, Netscape Corp.
Photoshop 5.0, Adobe





Filmentwickler Amersham Pharmacia Biotech
Fliegeninkubator RUMED
Flugkäfige Werkstatt, ZMBH
Gel-Trockner Drygel Sr., SE 1160
Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr
Gefrierschrank (-80 °C) Heraeus Instruments
Heizblock Eppendorf Thermomixer 5436
Dri Block DB3, und 2D
Kühlschrank Liebherr
Kühlzentrifugen Sorvall RC 5B, RC 5C
Laborwippe DuPont Laborwippe CAT ST5




Magnetrührer Heidolph MR 3000 und 3001
Membran-Vakuumpumpe Vacuubrand GmbH & Co
Mikro-Pipetten P10, P20, P200, P1000 Gilson Pipetman
Mikroskop, Axiophot Zeiss
Mikrowellenherd Panasonic
Milli Q Wasser System Millipore® Molsheim, France
Netzgeräte Biorad Power Pac 300, Biorad
pH-Meter MP 220, Mettler Toledo
Photokopierer Nashuatec D422
Photometer Ultrospect 3000, Amersham Pharmacia Biotech
Pipettierhilfe, elektr. Accu-jet, Brand
Reaktionsgefäßschüttler Heidolph Reax 2000, Heidolph
Rotoren SS34, GS3, GSA DuPont
Ti45, Beckkmann
Schüttler Typ 3005, Gesellschaft für Labortechnik
Schüttelheizblock Thermomixer 5436, Eppendorf
Schüttelinkubator Innova 4230, New Brunswick Scientific
Schüttler, horizontal GFL 3005
SDS-PAGE Laufkammern Miniprotean II & III, Biorad
Sonifier Digital Branson 450D, Branson
Sf9 Spinner Bellco glass
Speed-Vac-Concentrator Bachofer
Spektrophotometer Ultrospect 3000, Amersham Pharmacia Biotech
Stickstoffbehälter Isotherm, KGW
Thermocycler MJ Research Inc. PTC-1000
Tiefkühlschränke Liebherr comfort (-20°C)
Tritec Hannover (-20°C)
Heraeus HFU-86 450 (-85°C)
Tischzentrifuge Biofuge pico, Biofuge 15, Heraeus Instruments
Transformatoren für Gelelektr. Biorad Power Pac 200 & 300
Ultraschallgerät Digital Branson 450D
Ultrazentrifuge Beckmann L8-70M Ultracentrifuge
Untertischzentrifuge Heraeus Varifuge 3.0R
Vakuumkonzentrator Speed Vac Concentrator, Bachofer
Vortex Heidolph REAX 2000
Wasserbad SUB 14, Grant
Western-Blot Apparatuten Mini Trans-Blot Transfer Cell, Biorad
ZMBH-Werksatt
Zentrifugen Kühlzentrifuge, Sorvall RC 5B, DuPont
Kühlzentrifuge, Sorvall RC 5C, DuPont
Laborzentrifugen, Minifuge, Heraeus Instruments
Tischzentrifuge, Biofuge pico, Heraeus Instruments




Deckgläschen 8 x 18 mm, 24 x 60 mm, Menzel-Gläser
Diafilme Ektachrom 64T, Kunstlicht, Kodak
Dialyse Membran Regenerated Cellulose, Spectra PorMolecular porus
membrane (6-8kDa), Spectrum
Echthaarpinsel neolab
Edelstahlprüfsiebe 1 mm, 25 µm, Linker
Einmalinjektionskanülen Henke-Sass, wolf GmbH
Filterpapier 3 MM, Whatman
Fliegenzuchtbehälte Greiner
Küvetten 10 x 4 x 45 mm, Sarstedt
Maxi Kit JETstar, Genomed
Membranfilter 0,2 µm, 0,45 µm, Schleicher & Schuell
Objektträger 76 x 26 x 1mm, Menzel-Gläser
Papiertücher KimWipes Lite 200, Kimberly Clark
Parafilm American National Can.






Polypropylenröhrchen 15 ml, 50 ml, Greiner
PCR-Reaktionsgefäße Greiner
Petrischalen 94 x 16 mm, 145 x 20 mm, Greiner
Polypropylenröhrchen 15 ml, 50 ml, Greiner
Protein Assay Kit BioRad
QIAEX II Qiagen
QiagenMaxi Kit Qiagen
Reaktionsgefäße 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml, Sarstedt, Eppendorf
Safe-Lock Reaktionsgefäße 1,5 ml, Eppendorf
Siebgewebe Polymon, neolab
Silikonisierte Reaktionsgef. 1,5 ml, Biozym
Spritzen 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 50 ml, Braun, Becton Dickinson
SulfoLink® Coupling Gel Pierce
Szintillationsgläschen Wheaton
Transfermembran, PVDF Schleicher & Schuell
Transfermembran, Nitrocellulose Protram BA83, Schleicher & Schuell
Vivapure Mini H starter kit Vivascience
X-OMATTM AR-5 Kodak Scientific Imaging Film, Amarsham Pharmacia
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4.1.3. Chemikalien, Enzyme, Proteine, Molekulargewichtsmarker
Nicht aufgeführte Chemikalien waren von der Qualität p.A. und wurden von den Firmen
Sigma (München), Merck AG (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Fluka AG (Buchs, CH)
bezogen.
Agarose ultra pure GibcoBRL
Alkalische Phosphatase Shrimp Boehringer Mannheim
Ammoniumcarbonat Sigma
Ammoniumsulfat Merck
Baculovirus DNA Baculo Gold, Pharmingen
BCIP Boehringer Mannheim
Coomassie® Brilliant Blue R 250 Serva
DNA-Polymerase I,
Klenow-Fragment Amersham Pharmacia
DNA-Standards GeneRuler 1kb DNA Ladder, MBI Fermentas
123 Bp ladder, Gibco
Calcium-3-hydrat J. T. Baker
EGTA USB
Ethanol, 99 % Zentrallager INF 367
Freund’s Adjuvant complete Sigma
Glycerin, 99 % Zentrallager INF 367
Guanidine hydrochloride, 98 % Acros organics
Guanidine hydrochloride Gerbu
Hefeextrakt Gibco BRL
Histonmix, Bovine Typ II A, Sigma
Histon-Oktamere C. Beisel
Isopropanol, 99,9 % Zentrallager INF 367
L-Arginin freie Base Applichem
Leupeptin Applichem
Lipofectin Life Technologies
LQ Adjuvant incomplete Gerba
Lysozym Roche
NBT Boehringer Mannheim
n-Heptan Thomas Chemikalien Vertrieb
LB-Agar USB
LB Broth USB
L-Arginin freie Base AppliChem
Levamisol Sigma
LQ Adjuvant incomplete Gerba
Maismehl Rapunzel, Naturkostversand
Methanol Zentrallager INF 367
Natriumchlorid J. T. Baker
Natriumdodecylsulfat (SDS) AppliChem
Natriumhydroxid J. T. Baker






Restriktionsenzyme inkl. Puffer New England Biolabs
RNasin, Ribonuklease-Inhibitor Promega
Proteinase K Roche
Proteinstandards Broad range und Prestained, New England Biolabs
Ready Gel Tris-HCl, 4 - 20 % 30 µl,10 well oder15 well, BioRad
Sojamehl Voll-Soja, Hensel






Trockenhefe Saf-instant®, S.I. Lesaffre
Zitronensäure wasserfrei Thomas Chemikalien Vertrieb
4.1.4. Antikörper und Affinitätsmatrizen
Anti-Digoxigenin-AP Boehringer Mannheim
Anti-Flag M2 Sigma
Anti-FLAG M2-Agarose Affinity Gel Sigma
Anti-GST, rabbit Sigma
Anti-HA, rabbit Roche
Anti-HA Affinity Matrix Roche
Anti-IgG AP-Konjugat, mouse Promega
Anti-mouse-IgG-AP-Konjugat Sigma
Anti-Phosphoserine, Clone PSR-45 Sigma




Redivue adenosine 5’-[g-32P] triphosphate,
triethylammonium salt
10 mCi / ml, > 5000 Ci / mmol (AA0018) Amarsham Pharmacia
Adenosine 5’-[a-32P] triphosphate,
triethylammonium salt
10 mCi / ml, 3000 Ci / mmol (PB10200) Amarsham Pharmacia
4.1.6. Bakterienstämme
HB101 
supE44 hsdS20 (rB- mB-) recA13 ara-14 proA2 lacY1 galK2 rspL20 xyl-5 mtl-1
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XL1-blue (Bullock et al., 1987)
recA1 end A1 gyrA46 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac- F’[ proAB+ lacIq lacZDM15
Tn10 (Tetr)]
C600 (Casadaban, 1976)
F - araD139 D(argF-lac) U169 rpsL150 relA1 deoC1 ptsF25 rpsR flbB301
BL21(DE3)
B F- dcm ompT hsdS (rB- mB-) gall(DE3)
Epicurian Coli®BL21-CodonPlusTM(DE3)-RIL-Competent cells (Stratagene)
B F- dcm ompT hsdS (rB- mB-) gall(DE3) Tetr endA Hte[ argU ileY leuW Camr]
Epicurian Coli®BL21-CodonPlusTM(DE3)-RP-Competent cells (Stratagene)
B F- dcm ompT hsdS (rB- mB-) gall(DE3) Tetr endA Hte[ argU proL Camr]
4.1.7. Fliegenstämme
Oregon R
Wildtypstamm von Drosophila melanogaster
DTAFII2505030 / TM3 (D. Wassarman, unveröffentlichte Ergebnisse)
CTK-Frameshiftmutante. Stamm mit einer, durch Leserastermutation bei Ami-
nosäure1755 verursachten, COOH-terminal veränderten Form des TAFII250-Proteins.
DTAFII2501984 / TM3 (D. Wassarman, unveröffentlichte Ergebnisse)
CTK-Deletionsmutante. Stamm mit einer, durch Insertion eines STOP-Codons bei
Aminosäure K1580, COOH-terminal verkürzten Form des TAFII250-Proteins.
DTAFII2503194 / TM3 (D. Wassarman, unveröffentlichte Ergebnisse)
CTK-Deletionsmutante. Stamm mit einer, durch Insertion eines STOP-Codons bei
Aminosäure W1728, COOH-terminal verkürzten Form des TAFII250-Proteins.
dl1/CyO (Nüsslein-Vollhardt, Symp. Soc. Dev. Biol. 1979, 37, 185-211)
Stamm mit einer Punktmutation innerhalb des dl-Gens.
4.1.8. Oligonukleotide
4.1.8.1. Oligonukleotide für die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Zu der als Matrize verwendeten cDNA komplementäre Sequenzabschnitte der Primer sind
unterstrichen. Die "Position der ersten Base" gibt an, zu welchem Bereich der cDNA der
jeweilige Primer komplementär ist. Die Positionangaben der TAFII250-Primer beziehen sich
auf die in NCBI veröffentlichte TAFII250-cDNA-Sequenz mit der ID NM_057608.2.
START- und STOP-Codons sind hervorgehoben, Restriktionsschnittstellen sind angegeben
und in der Primersequenz kursiv geschrieben.
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TAFII250-START 5‘ CTAGTCTAGACATATGGAGATGGAATCTGA 3‘
Restriktionsstelle: NdeI; Position der ersten Base: 1
TAFII250-4500 5' CATGTCTAGACATATGACCAAGCCCATGGATATG 3'
Restriktionsstelle: NdeI; Position der ersten Base: 4535
TAFII250-1500 5' GGGGCGCATATGCCATTCCTGTTCCCGGTAAG 3'
Restriktionsstelle: NdeI; Position der ersten Base: 4479
TAFII250-1600 5' GGGCGCATATGGACGATGACCAAGTGGCACTC 3'
Restriktionsstelle: NdeI; Position der ersten Base: 4771
TAFII250-1700 5' GGGCGCATATGTTCTCAAAGAAGATACTT 3'
Restriktionsstelle: NdeI; Position der ersten Base: 5040
TAFII250-1800 5' GGGCGCATATGGGTAGGCCCCGCAAGCAG 3'
Restriktionsstelle: NdeI; Position der ersten Base: 5379
TAFII250-1900 5' GGGCGCATATGCAGCGCCAGAGCCTCGGC 3'
Restriktionsstelle: NdeI; Position der ersten Base: 5670
TAFII250-ENDE-XbaI 5' CATGTCTAGACTAAAAAGTCCAGGCATA 3'
Restriktionsstelle: XbaI; Position der ersten Base: 6204
TAFII250-ENDE-BamHI 5' GGGCGGGATCCCTAAAAAGTCCAGGCATAATC 3'
Restriktionsstelle: BamHI; Position der ersten Base: 6204
TAFII250-1400 5' CTAGTCTAGACTCCGCTGGCTTTGCTTGAGC 3'
Restriktionsstelle: XbaI; Position der letzten Base: 1485
TAFII250-1900-REV 5' GGGCGTCTAGAAGCCGAGGCTCTGGCGCTGCTT 3'
Restriktionsstelle: XbaI; Position der ersten Base: 5688
TAFII250-1800-REV 5' GGGCGTCTAGAGCTGCTTGCGGGGCCTACC 3'
Restriktionsstelle: XbaI; Position der ersten Base: 5397
TAFII250-1700-REV 5' GGGCGTCTAGAAAAGTATCTTCTTTGAGAA 3'
Restriktionsstelle: XbaI; Position der ersten Base: 5058
TAFII250-1600-REV 5' GGCGTCTAGAGTGCCACTTGGTCATCGTCG 3'
Restriktionsstelle: XbaI; Position der ersten Base: 4791
TAFII250-1500-REV 5' GGGCGTCTAGAACTTACCGGGAACAGGAATGG 3'
Restriktionsstelle: XbaI; Position der ersten Base: 4499
TAFII250-12a-C-terminal 5' CGGGATCCGATCTCCAATGCTCCACAGA 3'
Restriktionsstelle: BamHI; Position der ersten Base: 5515
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TAFII250-2a-N-terminal 5' CGGGATCCCTCCTCCACGGGGTCGCGCT 3'
Restriktionsstelle: BamHI; Position der letzten Base: 5416
TAFII250-13a-C-terminal 5' CGGGATCCGATGAATCCATGGATGTGG 3'
Restriktionsstelle: BamHI; Position der ersten Base: 5803
TAFII250-13a-N-terminal 5' CGGGATCCTGCCATCTGGTGAGCCTCTA 3'
Restriktionsstelle: BamHI; Position der letzten Base: 5709
GST-FORW 5‘ CCTGCCATGGTGTCCCCTATACTAGGT 3‘
Restriktionsstelle: NcoI
GST-BACKW 5‘ ACTGCCATGGGTCCAACAGATGCACGA 3‘
Restriktionsstelle: NcoI
4.1.8.2. Oligonukleotide für die Sequenzierreaktion
TAFII250-NT* 5' TATCGATCTCAAGGAAGCCG 3'
Position: bp 213 - 232
TAFII250-NT1 5' CTTAGAAGACGCCATTCCC 3'
Position: bp 447 - 465
TAFII250-NT2 5' TTCAACAGCGAGGATGTGC 3'
Position: bp 973 - 991
TAFII250-CT* 5' CTGATCTACAATGGACCGC 3'
Position: bp 4639 - 4657
TAFII250-CT1 5' GAAGATACTTGAGTATGCCC 3'
Position: bp 5049 - 5068
TAFII250-CT1-2 5' CGAAGACGAGAACAATGCG 3'
Position: bp 5576 - 5596
TAFII250-CT2 (250-2) 5' TCGGCGAGCCCAGCAGC 3'
Position: bp 5876 - 5892
GST-M 5‘ TACGGTGTTTCGAGAATTGC 3‘
PB22 5' ATTCCGGATTATTCATACCGTCCC 3‘
3' von Polyhedrin-Promotor
PVL 5' TCGAGGAATTCAGGCCTCC 3'
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pBluescript II KS+ (Stratagene)
Klonierungsvektor
pBluescript KS+-BglII
pBluescript II KS+-Derivat, mit einer inserierten BglII-Rrestriktionsschnittstelle.
pTbSTOP (H. Jantzen et al., 1992)
pT7bSal (C. Norman et al., 1988)-Derivat mit einer Insertion einer multiplen
Klonierungssequenz, gefolgt von drei STOP-Codons in drei verschiedenen
Leserastern.
pET19b (Novagen)
pET3a-Derivat mit einer Insertion der Sequenz für das Poly-His-Epitop, unter der
Kontrolle des T7-Promotors. Ermöglicht die IPTG-induzierbare Expression NH2-
terminal Poly-His-Epitop-markierter Fusionsproteine in E. coli.
pGEX2TKN (Sauer et al., 1995)
pGEX-2TK (Pharmacia)-Derivat mit zusätzlich inserierter MCS. Ermöglicht die
IPTG-induzierbare Expression NH2-terminal GST-Epitop-markierter Fusionsproteine
in E. coli.
pVL-FLAG (M. Näär und R. Tijan, 1995)
pAcSG2 (Pharmingen)-Derivat mit einer Insertion der Sequenz für das FLAG-Epitop.
Ermöglicht die Herstellung rekombinanter Baculoviren zur Expression NH2-terminal
FLAG-Epitop-markierte Fusionsproteine in Sf9-Zellen.
pPB22-FLAG
pVL1392-(S. Ruppert, 1992)-Derivat mit einer Insertion der Sequenz für das FLAG-
Epitop. Ermöglicht die Herstellung rekombinanter Baculoviren zur Expression NH2-
terminal FLAG-Epitop-markierte Fusionsproteine in Sf9-Zellen.
4.1.9.2. Klonierungsvektoren
pBluescript-NotI/NotI-DTAFII250 (D. Wassarman, unveröffentlichte Ergebnisse)
pBluescript KS+-Derivat mit einer Insertion der Volllängen DTAFII250-cDNA. Die
inserierte DTAFII250-cDNA enthält zwei zusätzliche Sequenzabschnitte, die in der in
NCBI unter der ID NM_057608.2 veröffentlichten Sequenz nicht wiedergegeben sind
und von den zwei alternativen Exons 12a und 13a codiert werden.
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pBluescript KS+-BglII-DTAFII250-NT750 (F. Sauer, unveröffentlichte Ergebnisse)
pBluescript KS+-Derivat mit einer Insertion eines 0,8 kb DTAFII250-NT750-cDNA-
Fragments. Das inserierte Fragment codiert für die Aminosäuren 1 bis 260 des
DTAFII250-Proteins.
pBluescript KS+-BglII-DTAFII250-NT1400 (F. Sauer, unveröffentlichte Ergebnisse)
pBluescript KS+-Derivat mit einer Insertion eines 1,5 kb DTAFII250-NT1400-cDNA-
Fragments. Das inserierte Fragment codiert für die Aminosäuren 1 bis 495 des
DTAFII250-Proteins.
pBluescript KS+-BglII-DTAFII250-CT4500 (F. Sauer, unveröffentlichte Ergebnisse)
pBluescript KS+-Derivat mit einer Insertion eines 1,6 kb DTAFII250-CT4500-cDNA-
Fragments. Das inserierte Fragment codiert für die Aminosäuren 1511 bis 2068 des
DTAFII250-Proteins.
pTbSTOP-DTAFII250-NT1400
pTbSTOP-Derivat mit einer Insertion eines 1,5 kb DTAFII250-NT1400-cDNA-
Fragments. pTbSTOP-DTAFII250-NT1400 wurde durch Klonierung der 1,5 kb
NdeI/XbaI-DTAFII250-NT1400-cDNA aus pBluescript KS+-BglII-DTAFII250-NT1400
in NdeI/XbaI-verdauten pTbSTOP -Vektor kloniert.
pTbSTOP-DTAFII250-CT4500
pTbSTOP-Derivat mit einer Insertion eines 1,6 kb DTAFII250-CT4500-cDNA-
Fragments. pTbSTOP-DTAFII250-CT4500 wurde durch Klonierung der 1,6 kb
NdeI/XbaI-DTAFII250-NT1400-cDNA aus pBluescript KS+-BglII-DTAFII250-CT4500
in NdeI/XbaI-verdauten pTbSTOP -Vektor kloniert.
pTbSTOP-DTAFII250-CT1500
pTbSTOP-Derivat mit einer Insertion eines 1,9 kb DTAFII250-CT1500-cDNA-
Fragments. Das DTAFII250-CT1500-cDNA-Fragment wurde mittels PCR unter
Verwendung der Primer 250-1500 und 250-ENDE-BamHI, aus dem DTAFII250
codierenden Plasmid pBluescript-NotI/NotI-DTAFII250 amplifiziert. Das gereinigte
PCR-Produkt wurde mit NdeI und BamHI verdaut und anschließend in NdeI/BamHI-
verdauten pTbSTOP-Vektor kloniert.
pTbSTOP-DTAFII250-CT1600
pTbSTOP-Derivat mit einer Insertion eines 1,6 kb DTAFII250-CT1600-cDNA-
Fragments. Das DTAFII250-CT1600-cDNA-Fragment wurde mittels PCR unter
Verwendung der Primer 250-1600 und 250-ENDE-BamHI, aus dem DTAFII250
codierenden Plasmid pBluescript-NotI/NotI-DTAFII250 amplifiziert. Das gereinigte





pTbSTOP-Derivat mit einer Insertion eines 1,4 kb DTAFII250-CT1700-cDNA-
Fragments. Das DTAFII250-CT1700-cDNA-Fragment wurde mittels PCR unter
Verwendung der Primer 250-1700 und 250-ENDE-BamHI, aus dem DTAIIF250
codierenden Plasmid pBluescript-NotI/NotI-DTAFII250 amplifiziert. Das gereinigte
PCR-Produkt wurde mit NdeI und BamHI verdaut und anschließend in NdeI/BamHI-
verdauten pTbSTOP-Vektor kloniert.
pTbSTOP-DTAFII250-CT1800
pTbSTOP-Derivat mit einer Insertion eines 1,0 kb DTAFII250-CT1800-cDNA-
Fragments. Das DTAFII250-CT1800-cDNA-Fragment wurde mittels PCR unter
Verwendung der Primer 250-1800 und 250-ENDE-BamHI, aus dem DTAFII250
codierenden Plasmid pBluescript-NotI/NotI-DTAFII250 amplifiziert. Das gereinigte
PCR-Produkt wurde mit NdeI und BamHI verdaut und anschließend in NdeI/BamHI-
verdauten pTbSTOP-Vektor kloniert.
pTbSTOP-DTAFII250-CT1900
pTbSTOP-Derivat mit einer Insertion eines 0,5 kb DTAFII250-CT1900-cDNA-
Fragments. Das DTAFII250-CT1900-cDNA-Fragment wurde mittels PCR unter
Verwendung der Primer 250-1900 und 250-ENDE-BamHI, aus dem DTAFII250
codierenden Plasmid pBluescript-NotI/NotI-DTAFII250 amplifiziert. Das gereinigte
PCR-Produkt wurde mit NdeI und BamHI verdaut und anschließend in NdeI/BamHI-
verdauten pTbSTOP-Vektor kloniert.
pTbSTOP-DTAFII250-CT1500-1900
pTbSTOP-Derivat mit einer Insertion eines 1,4 kb DTAFII250-CT1500-1900-cDNA-
Fragments. Das DTAFII250-CT1500-1900-cDNA-Fragment wurde mittels PCR unter
Verwendung der Primer 250-1500 und 250-1900-REV, aus dem D T A FII250
codierenden Plasmid pBluescript-NotI/NotI-DTAFII250 amplifiziert. Das gereinigte
PCR-Produkt wurde mit NdeI und XbaI verdaut und anschließend in NdeI/XbaI-
verdauten pTbSTOP-Vektor kloniert.
pTbSTOP-DTAFII250-CT1500-1800
pTbSTOP-Derivat mit einer Insertion eines 0,9 kb DTAFII250-CT1500-1800-cDNA-
Fragments. Das DTAFII250-CT1500-1800-cDNA-Fragment wurde mittels PCR unter
Verwendung der Primer 250-1500 und 250-1800-REV, aus dem D T A FII250
codierenden Plasmid pBluescript-NotI/NotI-DTAFII250 amplifiziert. Das gereinigte
PCR-Produkt wurde mit NdeI und XbaI verdaut und anschließend in NdeI/XbaI-
verdauten pTbSTOP-Vektor kloniert.
pTbSTOP-DTAFII250-CT1500-1700
pTbSTOP-Derivat mit einer Insertion eines 0,6 kb DTAFII250-CT1500-1700-cDNA-
Fragments. Das DTAFII250-CT1500-1700-cDNA-Fragment wurde mittels PCR unter
Verwendung der Primer 250-1500 und 250-1700-REV, aus dem D T A FII250
codierenden Plasmid pBluescript-NotI/NotI-DTAFII250 amplifiziert. Das gereinigte





pTbSTOP-Derivat mit einer Insertion eines 0,3 kb DTAFII250-CT1500-1600-cDNA-
Fragments. Das DTAFII250-CT1500-1600-cDNA-Fragment wurde mittels PCR unter
Verwendung der Primer 250-1500 und 250-1600-REV, aus dem D T A FII250
codierenden Plasmid pBluescript-NotI/NotI-DTAFII250 amplifiziert. Das gereinigte
PCR-Produkt wurde mit NdeI und XbaI verdaut und anschließend in NdeI/XbaI-
verdauten pTbSTOP-Vektor kloniert.
pTbSTOP-DTAFII250-CT1600-1900
pTbSTOP-Derivat mit einer Insertion eines 1,1 kb DTAFII250-CT1600-1900-cDNA-
Fragments. Das DTAFII250-CT1600-1900-cDNA-Fragment wurde mittels PCR unter
Verwendung der Primer 250-1600 und 250-1900-REV, aus dem D T A FII250
codierenden Plasmid pBluescript-NotI/NotI-DTAFII250 amplifiziert. Das gereinigte
PCR-Produkt wurde mit NdeI und XbaI verdaut und anschließend in NdeI/XbaI-
verdauten pTbSTOP-Vektor kloniert.
pTbSTOP-DTAFII250-CT1600-1800
pTbSTOP-Derivat mit einer Insertion eines 0,6 kb DTAFII250-CT1600-1800-cDNA-
Fragments. Das DTAFII250-CT1600-1800-cDNA-Fragment wurde mittels PCR unter
Verwendung der Primer 250-1600 und 250-1800-REV, aus dem D T A FII250
codierenden Plasmid pBluescript-NotI/NotI-DTAFII250 amplifiziert. Das gereinigte
PCR-Produkt wurde mit NdeI und XbaI verdaut und anschließend in NdeI/XbaI-
verdauten pTbSTOP-Vektor kloniert.
pTbSTOP-DTAFII250-CT1600-1700
pTbSTOP-Derivat mit einer Insertion eines 0,3 kb DTAFII250-CT1600-1700-cDNA-
Fragments. Das DTAFII250-CT1600-1700-cDNA-Fragment wurde mittels PCR unter
Verwendung der Primer 250-1600 und 250-1700-REV, aus dem D T A FII250
codierenden Plasmid pBluescript-NotI/NotI-DTAFII250 amplifiziert. Das gereinigte
PCR-Produkt wurde mit NdeI und XbaI verdaut und anschließend in NdeI/XbaI-
verdauten pTbSTOP-Vektor kloniert.
pTbSTOP-DTAFII250-CT1700-1900
pTbSTOP-Derivat mit einer Insertion eines 0,9 kb DTAFII250-CT1700-1900-cDNA-
Fragments. Das DTAFII250-CT1700-1900-cDNA-Fragment wurde mittels PCR unter
Verwendung der Primer 250-1700 und 250-1900-REV, aus dem D T A FII250
codierenden Plasmid pBluescript-NotI/NotI-DTAFII250 amplifiziert. Das gereinigte
PCR-Produkt wurde mit NdeI und XbaI verdaut und anschließend in NdeI/XbaI-
verdauten pTbSTOP-Vektor kloniert.
pTbSTOP-DTAFII250-CT1700-1800
pTbSTOP-Derivat mit einer Insertion eines 0,4 kb DTAFII250-CT1700-1800-cDNA-
Fragments. Das DTAFII250-CT1700-1800-cDNA-Fragment wurde mittels PCR unter
Verwendung der Primer 250-1700 und 250-1800-REV, aus dem D T A FII250
codierenden Plasmid pBluescript-NotI/NotI-DTAFII250 amplifiziert. Das gereinigte





pTbSTOP-Derivat mit einer Insertion eines 0,5 kb DTAFII250-CT1800-1900-cDNA-
Fragments. Das DTAFII250-CT1800-1900-cDNA-Fragment wurde mittels PCR unter
Verwendung der Primer 250-1800 und 250-1900-REV, aus dem D T A FII250
codierenden Plasmid pBluescript-NotI/NotI-DTAFII250 amplifiziert. Das gereinigte
PCR-Produkt wurde mit NdeI und XbaI verdaut und anschließend in NdeI/XbaI-
verdauten pTbSTOP-Vektor kloniert.
pET19b-stat92E-CT (S. Kwoczynski, unveröffentlichte Ergebnisse)
pET19b-Derivat (Novagen) mit einer Insertion eines 0,3 kb stat92E-cDNA Fragments.
4.1.9.3. Konstrukte für die Expression GST- und Poly-His-Epitop-markierter Fusions-
proteine in E. coli
pET19b-DTAFII250-NT750
pET19b-Derivat mit einer Insertion eines 0,8 kb DTAFII250-NT750-cDNA-Fragments.
pET19b-DTAFII250-NT750 wurde durch Klonierung der 0,8 kb NdeI/BamHI-
DTAFII250-NT1400-cDNA aus pTbSTOP-DTAFII250-NT750  in NdeI/BamHI-
verdauten pET19b-Vektor kloniert.
pET19b-DTAFII250-NT1400
pET19b-Derivat mit einer Insertion eines 1,5 kb D T A FII250-NT1400-cDNA-
Fragments. pET19b-DTAFII250-NT1400 wurde durch Klonierung der 1,5 kb
NdeI/BamHI-DTAFII250-NT1400-cDNA aus pTbSTOP-DTAFII250-NT1400  in
NdeI/BamHI-verdauten pET19b-Vektor kloniert.
pET19b-DTAFII250-CT4500
pET19b-Derivat mit einer Insertion eines 1,6 kb D T A FII250-NT4500-cDNA-
Fragments. pET19b-DTAFII250-CT4500 wurde durch Klonierung der 1,6 kb
NdeI/BamHI-DTAFII250-CT4500-cDNA aus pTbSTOP-DTAFII250-CT4500  in
NdeI/BamHI-verdauten pET19b-Vektor kloniert.
pGEX-2TKN-DTAFII250-NT1400
pET19b-Derivat mit einer Insertion eines 1,5 kb D T A FII250-NT1400-cDNA-
Fragments. pGEX-2TKN-DTAFII250-NT1400 wurde durch Klonierung der 1,5 kb
NdeI/XbaI-DTAFII250-NT1400 -cDNA aus pTbSTOP-DTAFII250-NT1400  in
NdeI/XbaI-verdauten pET19b-Vektor kloniert.
pGEX-2TKN-DTAFII250-CT4500
pET19b-Derivat mit einer Insertion eines 1,6 kb D T A FII250-NT4500-cDNA-
Fragments. pGEX-2TKN-DTAFII250-CT4500 wurde durch Klonierung der 1,6 kb




4.1.9.4. Für die Expression GST-FLAG- und Poly-His-Epitop-markierter Fusions-
proteine in Sf9-Zellkultur hergestellte Vektoren
pVL-GST-FLAG (S. Kwoczynski, unveröffentlichte Ergebnisse)
pVL-FLAG-Derivat mit einer Insertion einer Sequenz für das GST-Epitop aus pGEX-
2TKN. Die Sequenz für das GST-Epitop wurde mittels PCR unter Verwendung der
Primer GST-FORW und GST-BACKW (4.1.8) amplifiziert, wobei der bakterielle
Expresionsvektor pGEX-2TKN als Matrize verwendet wurde. Die amplifizierte GST-
cDNA wurde über die einmalig in pVL-F L A G  (4.1.9.1) vorkommende
Restriktionsschnittstelle NcoI stromaufwärts der FLAG-Epitop-codierenden Sequenz
in den pVL-FLAG-Vektor inseriert. Die Orientieung der inserierten GST-cDNA wurde
durch Restriktionsanalyse und Sequenzierung überprüft. Das in pVL-FLAG inserierte
FLAG-Epitop blieb durch die Insetion des GST-Epitops erhalten. Das GST-Epitop ist
von dem FLAG-Epitop durch eine Thrombin-Erkennungssequez, sowie eine
Erkennungssequenz der cAMP-abhängigen Proteinkinase getrennt. Die im pGEX-
2TKN-Vektor 5' der GST-Sequenz lokalisierten Restriktionsschnittstellen BamHI,
SmaI und EcoRI, sind in pVL-GST-FLAG nicht mehr vorhanden (Abb.4.1).
Abb.4.1. Schema-
tische Darstellung









GST-FLAG  ist ein
pVL-FLAG (M. Näär
und R. Tjian, 1995)-
Derivat mit einer
Insertion eines 0,3 kb
GST-cDNA-Frag-




pVL-FLAG-Vektors über NotI inseriert wurde. Die Insertion verschiedener DTAFII250-cDNA-Fragmente
erfolgte über die Restriktionsschnittstellen NdeI und eine der zwei Restriktionsschnittstellen XbaI oder SmaI.
Baculo-Ttransfer-Vektoren zeichnen sich durch einen Polyhedrin-Promotor, sowie zwei kurze Rekombinations-
sequenzen aus, welche den Promotor und die inserierte cDNA flankieren. Diese Sequnezen ermöglichen die
Herstellung eines infektiösen Baculovirus durch Kotransfektion des Baculo-Transfer-Vektors mit BaculoGold-
DNA (PharMingen) in Sf9-Zellen.
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pPB22-His-stat92E-CT (S. Kwoczynski, unveröffentlichte Ergebnisse)
pPB22-FLAG-Derivat mit einer Insertion einer Sequenz für das Poly-His-Epitop in
Fusion mit einem 0,3 kb stat92E-CT-cDNA-Fragment. Die Poly-His-cDNA wurde
aus dem bakteriellen Expressionsvektor pET19b (4.1.9.1) über geeignete
Restriktionsschnittstellen isoliert und anschließend in den pPB22-FLAG-Vektor
(4.1.9.1) integriert. Die FLAG -cDNA wurde hierbei zunächst durch einen
Restriktionsverdau des pPB22-FLAG-Vektors mit den Enzymen NcoI und BamHI
entfernt und anschließend die Poly-His-cDNA über ein 0,3 kb NcoI/BamHI-His-
stat92E-CT-cDNA-Fragment (4.1.9.2) inseriert. Durch Subklonierung eines 1,5 kb
NdeI/BamHI-DTAFII250-NT1400-cDNA-Fragments aus dem Vektor pTbSTOP wurde
die stat92E-CT codierende Sequenz entfernt und eine XbaI-Restriktionsschnittstelle
stromaufwärts der BamHI-Erkennungssequenz eingeführt (Abb.4.2).
Abb.4.2. Schematische Darstellung des für
die Expression von His-Epitop-markierten
Fusionsproteinen in S f 9 - Z e l l k u l t u r
hergestellten Baculo-Transfer-Vektors. Der
Vektor pPB22-His ist ein pPB22-FLAG-Derivat
mit einer Insertion eines 0,3 kb H i s -
stat92E-CT-cDNA-Fragments, welches über
die Restriktionsschnittstellen NcoI und BamHI
in NcoI/BamHI-verdauten pPB22-FLAG -
Vektor kloniert wurde. Die Insertion
verschiedener D T A FII250-cDNA-Fragmente
erfolgte über die Restriktionsschnittstelle NdeI
und eine der zwei Restriktionsschnittstellen
XbaI oder BamHI in NdeI/XbaI o d e r
NdeI/BamHI-verdauten pPB22-His Vektor. Das
stat92E-CT-cDNA-Fragment wurde durch die
Insertion eines D T A FII250-cDNA-Fragments
entfernt. Baculo-Ttransfer-Vektoren zeichnen sich durch einen Polyhedrin-Promotor, sowie zwei kurze
Rekkombinationssequenzen aus, welche den Promotor und die inserierte cDNA flankieren. Diese Sequnezen
ermöglichen die Herstellung eines infektiösen Baculovirus durch Kotransfektion des Baculo-Transfer-Vektors
mit BaculoGold-DNA (PharMingen) in Sf9-Zellen.
4.1.9.5. Konstrukte für die Expression von Epitop-markierten Fusionsproteinen in Sf9-
Zellkultur
pVL-GST-FLAG-DTAFII250-NT750
pVL-GST-FLAG-Derivat mit einer Insertion eines 0,8 kb DTAFII250-NT750-cDNA-
Fragments. pVL-GST-FLAG-DTAFII250-NT750 wurde durch Klonierung der 0,8 kb
NdeI/XbaI-DTAFII250-NT750-cDNA aus pET19b-DTAFII250-NT750 in NdeI/XbaI-
verdauten pVL-GST-FLAG -Vektor kloniert.
pVL-GST-FLAG-DTAFII250-NT1400
pVL-GST-FLAG-Derivat mit einer Insertion eines 1.5 kb DTAFII250-NT1400-cDNA-
Fragments. pVL-GST-FLAG-DTAFII250-NT1400 wurde durch Klonierung der 1.5 kb
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NdeI/XbaI-DTAFII250-NT1400 -cDNA aus pTbSTOP-DTAFII250-NT1400  in
NdeI/XbaI-verdauten pVL-GST-FLAG -Vektor kloniert.
pVL-GST-FLAG-DTAFII250-CT1500
pVL-GST-FLAG-Derivat mit einer Insertion eines 1.7 kb DTAFII250-CT1500-cDNA-
Fragments. pVL-GST-FLAG-DTAFII250CT1500 wurde durch Klonierung der 1.7 kb
NdeI/XbaI-DTAFII250-CT1500-cDNA aus pTbSTOP-D T A FII250-CT1500  in
NdeI/XbaI-verdauten pVL-GST-FLAG -Vektor kloniert.
pVL-GST-FLAG-DTAFII250-CT1600
pVL-GST-FLAG-Derivat mit einer Insertion eines 1.4 kb DTAFII250-CT1600-cDNA-
Fragments. pVL-GST-FLAG-DTAFII250CT1600 wurde durch Klonierung der 1.4 kb
NdeI/XbaI-DTAFII250-CT1600-cDNA aus pTbSTOP-D T A FII250-CT1600  in
NdeI/XbaI-verdauten pVL-GST-FLAG -Vektor kloniert.
pVL-GST-FLAG-DTAFII250-CT1700
pVL-GST-FLAG-Derivat mit einer Insertion eines 1.2 kb DTAFII250-CT1700-cDNA-
Fragments. pVL-GST-FLAG-DTAFII250CT1700 wurde durch Klonierung der 1.2 kb
NdeI/SmaI-DTAFII250-CT1700 -cDNA aus pTbSTOP-DTAFII250-CT1700  in
NdeI/SmaI-verdauten pVL-GST-FLAG -Vektor kloniert.
pVL-GST-FLAG-DTAFII250-CT1800
pVL-GST-FLAG-Derivat mit einer Insertion eines 0,8 kb DTAFII250-CT1800-cDNA-
Fragments. pVL-GST-FLAG-DTAFII250CT1800 wurde durch Klonierung der 0,8 kb
NdeI/SmaI-DTAFII2 5 0 - CT 1 8 0 0 -cDNA aus pTbSTOP-DTAFII250-CT1800 i n
NdeI/SmaI-verdauten pVL-GST-FLAG -Vektor kloniert.
pVL-GST-FLAG-DTAFII250-CT1900
pVL-GST-FLAG-Derivat mit einer Insertion eines 0,5 kb DTAFII250-CT1900-cDNA-
Fragments. pVL-GST-FLAG-DTAFII250CT1900 wurde durch Klonierung der 0,5 kb
NdeI/SmaI-DTAFII2 5 0 - CT 1 9 0 0 -cDNA aus pTbSTOP-DTAFII250-CT1900 i n
NdeI/SmaI-verdauten pVL-GST-FLAG -Vektor kloniert.
pVL-GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-1900
pVL-GST-FLAG-Derivat mit einer Insertion eines 1.4 kb DTAFII250-CT1500-1900-
cDNA-Fragments. pVL-GST-FLAG-DTAFII2 5 0 C T 1 5 0 0 - 1 9 0 0  wurde durch
Klonierung der 1.4 kb NdeI/XbaI-DTAFII250-CT1500-1900-cDNA aus pTbSTOP-
DTAFII250-CT1500-1900 in NdeI/XbaI-verdauten pVL-GST-FLAG -Vektor kloniert.
pVL-GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-1800
pVL-GST-FLAG-Derivat mit einer Insertion eines 0,9 kb DTAFII250-CT1500-1800-
cDNA-Fragments. pVL-GST-FLAG-DTAFII2 5 0 C T 1 5 0 0 - 1 8 0 0  wurde durch
Klonierung der 0,9 kb NdeI/XbaI-DTAFII250-CT1500-1800-cDNA aus pTbSTOP-
DTAFII250-CT1500-1800 in NdeI/XbaI-verdauten pVL-GST-FLAG -Vektor kloniert.
pVL-GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-1700
pVL-GST-FLAG-Derivat mit einer Insertion eines 0,6 kb DTAFII250-CT1500-1700-
cDNA-Fragments. pVL-GST-FLAG-DTAFII2 5 0 C T 1 5 0 0 - 1 7 0 0  wurde durch
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Klonierung der 0,6 kb NdeI/XbaI-DTAFII250-CT1500-1700-cDNA aus pTbSTOP-
DTAFII250-CT1500-1700 in NdeI/XbaI-verdauten pVL-GST-FLAG -Vektor kloniert.
pVL-GST-FLAG-DTAFII250-CT1500-1600
pVL-GST-FLAG-Derivat mit einer Insertion eines 0,3 kb DTAFII250-CT1500-1600-
cDNA-Fragments. pVL-GST-FLAG-DTAFII2 5 0 C T 1 5 0 0 - 1 6 0 0  wurde durch
Klonierung der 0,3 kb NdeI/XbaI-DTAFII250-CT1500-1600-cDNA aus pTbSTOP-
DTAFII250-CT1500-1600 in NdeI/XbaI-verdauten pVL-GST-FLAG -Vektor kloniert.
pPB22-His-DTAFII250-NT1400
pPB22-His-stat92E-CT -Derivat mit einer Insertion eines 1.5 kb DTAFII250-NT1400-
cDNA-Fragments. pPB22-His-DTAFII250-NT1400 wurde durch Klonierung der 1.5
kb NdeI/BamHI-DTAFII250-NT1400-cDNA aus pTbSTOP-DTAFII250-NT1400 in
NdeI/BamHI-verdauten pPB22-His-Vektor kloniert. Die stat92E-CT-cDNA wurde
hierbei durch die Insertion der DTAFII250-NT1400-cDNA entfernt.
pPB22-His-DTAFII250-CT1500
pPB22-His-stat92E-CT -Derivat mit einer Insertion eines 1.7 kb DTAFII250-CT1500-
cDNA-Fragments. pPB22-His-DTAFII250-NT1400 wurde durch Klonierung der 1.5
kb NdeI/BamHI-DTAFII250-CT1500-cDNA aus pTbSTOP-DTAFII250-CT1500 in
NdeI/BamHI-verdauten pPB22-His-Vektor kloniert. Die stat92E-CT-cDNA wurde
hierbei durch die Insertion der DTAFII250-CT1500-cDNA entfernt.
pPB22-His-DTAFII250-CT1900
pPB22-His-stat92E-CT -Derivat mit einer Insertion eines 0.5 kb DTAFII250-CT1900-
cDNA-Fragments. pPB22-His-DTAFII250-CT1900 wurde durch Klonierung der 0,5
kb NdeI/BamHI-DTAFII250-CT1900-cDNA aus pTbSTOP-DTAFII250-CT1900 in
NdeI/BamHI-verdauten pPB22-His-Vektor kloniert. Die stat92E-CT-cDNA wurde
hierbei durch die Insertion der DTAFII250-NT1400-cDNA entfernt.
4.1.9.6. Konstrukte für die Expression rekombinanter Histone in E. coli
pET3a-H2A (Luger et al., 1997)
pET3a (Rosenberg et al., 1987)-Derivat mit einer Insertion der Sequenz für das
Xenopus laevis Histon H2A. Vektor zur Expression von Histon H2A in E. coli.
pET3a-H2B (Luger et al., 1997)
pET3a (Rosenberg et al., 1987)-Derivat mit einer Insertion der Sequenz für das
Xenopus laevis Histon H2B. Vektor zur Expression von Histon H2B in E. coli.
pET3a-H3 (Luger et al., 1997)
pET3a (Rosenberg et al., 1987)-Derivat mit einer Insertion der Sequenz für das
Xenopus laevis Histon H3. Vektor zur Expression von Histon H3 in E. coli.
pET3a-H4 (Luger et al., 1997)
pET3a (Rosenberg et al., 1987)-Derivat mit einer Insertion der Sequenz für das
Xenopus laevis Histon H4. Vektor zur Expression von Histon H4 in E. coli.
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4.1.9.7. Konstrukte für die Herstellung DIG-markierter cDNA-Fragmente für die in situ
Hybridisierung
pAR3040-snail (M. Levine)
pAR3040-Derivat mit einer Insertion der snail-cDNA-Sequenz
4.1.10. Baculoviren für die Expression Epitop-markierter Fusionproteine in Sf9-Zell-
kultur
Baculoviren, die im Rahmen dieser Arbeit hegestellt wurden können dem Kapitel 4.1.9.4
entnommen werden und sind hier nicht aufgeführt.
HA-DTAFII250 (F. Sauer)
Baculovirus zur Expression NH2-terminal HA-Epitop-markierter TAFII250-
Fusionsproteine aus Drosophila. Der Vektor codiert für eine Spleißvariante
DTAFII250-Proteins und durch zwei zusätzliche Exonsequenzen, das Exon 12a und
13a codiert wird.
HA-HTAFII250 (F. Sauer)
Baculovirus zur Expression NH2-terminal HA-Epitop-markierter TAFII250-
Fusionsproteine aus Mensch.
HA-DTAFII110 (F. Sauer)
Baculovirus zur Expression NH2-terminal HA-Epitop-markierter TAFII110-
Fusionsproteine aus Drosophila.
4.1.11. Peptide
Die Aminosäuresequenzen der Histon-Peptide entsprechen den NH2-terminalen Sequenzen
der Core-Histone aus Drosophila melanogaster und wurden entweder am ZMBH,
Biomolekulare Chemie, oder bei Sherpa, Peptide Specialty laboratories GmbH
(www.peptid.de) synthetisiert.











Histon H2B-Peptid S5A/S33A (ZMBH)
MPPKTAGKAAKKAGKAQKNITKTDKKKKRKRKEA
Histon H2B-Peptid S5A (ZMBH)
MPPKTAGKAAKKAGKAQKNITKTDKKKKRKRKES
Histon H2B-Peptid S33A (ZMBH)
MPPKTSGKAAKKAGKAQKNITKTDKKKKRKRKEA
Histon H2B-Peptid T4V/T20V/T22V (ZMBH)
MPPKVSGKAAKKAGKAQKNIVKVDKKKKRKRKES
Histon H2B-Peptid T4V (ZMBH)
MPPKVSGKAAKKAGKAQKNITKTDKKKKRKRKES
Histon H2B-Peptid T20V (ZMBH)
MPPKTSGKAAKKAGKAQKNIVKTDKKKKRKRKES
Histon H2B-Peptid T22V (ZMBH)
MPPKTSGKAAKKAGKAQKNITKVDKKKKRKRKES
Histon H2B-Peptid T4V/S6A/T20V/T22V/S33A (ZMBH)
MPPKVAGKAAKKAGKAQKNIVKVDKKKKRKRKEA
4.1.11. 2.  Peptide zur Herstellung und Reinigung von polyklonalen a-H2B-Phospho-
serin-33-spezifischen Antikörpern
H2B-Phosphoserin-33-Peptid (Histon H2B-Peptid DROME 2BS34P; Sherpa)
CKRKEBYAIY (B Phosphoserin)
H2B-Serin-33-Peptid (Histon H2B-Peptid DROME 2B S34notP; Sherpa)
CKRKESYAIY
4.1.12. Medien, Puffer und Stammlösungen
4.1.12.1. Antibiotika
Ampizillin (Na-Salz) 100 mg/ml
Chloramphenikol 30 mg/ml in Ethanol
Kanamyzin 20 mg/ml
Tetrazyklin 5 mg/ml
Die Stammlösungen wurden in der Verdünnung 1:1000 eingesetzt.
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4.1.12.2. Medien, Lösungen zur Herstellung kompetenter E. coli
LB-Medium 1 % Pepton aus Casein
0,5 % Hefeextrakt
0,5 % NaCl





pH 7, steril filtrieren
Zur Herstellung von Agarplatten werden dem entsprechenden Medium 1,5!% Agar-Agar
hinzugefügt.





pH 6,4, steril filtrieren, 4 °C
TBjap 10 mM Pipes
15 mM CaCl2
250 mM KCl
mit KOH auf pH 6,7 einstellen
55 mM MnCl2
steril filtrieren
4.1.12.3. Lösungen für SDS-PAGE
4¥Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8
0,4 % SDS
4¥Trenngel 1,5 M Tris/HCl, pH 8,8
0,4 % SDS







10¥Proteingel-Laufpuffer 0,25 M Tris
2 M Glyzin
1 % SDS
4.1.12.3. Lösungen für die Coomassie-Färbung
Coomassie-Färbelösung 0,2 % Coomassie R250
10 % Essigsäure
45 % Methanol
Entfärber 10 % Essigsäure
45 % Methanol
4.1.12.4. Lösungen für die Silberfärbung von Proteingelen
Fixierlösung 50 % Ethanol
12 % Essigsäure
0,0185 % Formaldehyd
Waschlösung 50 % Ethanol
Vorbehandlungslösung 0,02 % Na2S2O3•5 H2O
(w/v)
Färbelösung 0,2 % AgNO3
(w/v)
0,028 % Formaldehyd
Entwickler 6 % (w/v) Na2CO3
0,019 % Formaldehyd
0,0004 % Na2S2O3•5 H2O
(w/v)
Stopplösung 44 % Ethanol
12 % Essigsäure
4.1.12.5. Lösungen für Western Blot
Transfer-Puffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,01 % SDS





TBS 31 mM Tris/HCl, pH 7,6
170 mM NaCl
6,4 mM KCl
4.1.12.6. Häufig verwendete Stammlösungen/Puffer
Ethidiumbromid 10 mg/ml
in 1¥TBE-Puffer








10¥TBE-Puffer 900 mM Tris
900 mM Borsäure
30 mM EDTA
1¥TE-Puffer 10 mM Tris/HCl, pH 7,6
1 mM EDTA
4.2. Molekularbiologische Standardmethoden zur Analyse und Manipulation von
DNA
4.2.1. Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA-Lösungen
Nukleinsäuren absorbieren Licht im UV-Bereich. Das Absorptionsmaximum von DNA liegt
bei 260 nm, das von RNA und Proteinen (aromatische Aminosäurereste) bei 280!nm. Zur Be-
stimmung der DNA-Konzentration einer Lösung wurde die Absorption der Probe bei einer
Wellenlänge von 260 nm, zur Bestimmung des Grades der Verunreinigung mit RNA und
Proteinen bei einer Wellenlänge von 280 nm im Spektralphotometer (Pharmacia) gemessen.
Der Quotient der OD260/OD280 ist ein Indikator für den Reinheitsgrad der DNA und liegt bei
„reinen“ Lösungen zwischen 1,8-2,0.
Für die Berechnung der DNA-Konzentration wurde folgende konventionelle Maßein-




4.2.2. Restriktionsverdau von DNA
Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsendonuklasen sind Enzyme bakteriellen Ur-
sprungs, die DNA sequenz-spezifisch schneiden und hierbei glatte („blunt ends“) oder einan-
der komplementäre 5'- bzw. 3'- überhängende („sticky ends“) Enden erzeugen.
Der Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen erfolgte in Volumina von
10–50!µl unter Verwendung der von den Herstellern (Boehringer, Biolabs) empfohlenen
Reaktionspuffer.
Vor Ligation der geschnittenen DNA-Fragmente mit Linkern (siehe 4.2.8) oder vor
Auffüllen 5'-überhängender Enden mit Klenow-Enzym (siehe 4.2.7), wurden nicht-hitzesta-
bile Restriktionsenzyme durch Inkubation des Restriktionsansatzes für 20 Min bei 65!°C
inaktiviert.
4.2.3. Agarosegelelektrophorese
Je nach Größe der erwarteten DNA-Fragmente wurden 0,7-2 % Agarosegele verwendet. Für
analytische Gele wurde SeaKem LE Agarose (FMC BioProducts), für präparative Gele ther-
molabile SeaPlaque Agarose (FMC BioProducts) verwendet. Die entsprechende Menge Aga-
rose wurde in 1 x TBE (90 mM Tris-Borat, 2 mM EDTA) durch Erwärmen gelöst und nach
Zugabe von Ethidiumbromid (1 µg/ml 1 x TBE) in „Gelformen“ gegossen. Die DNA-Proben
wurden mit 1/10 Volumen 10 x Probenpuffer (1x TBE, 50!% Glycerol, 0,25 % Orange G)
versetzt, auf das Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Bei analytischen Gelen
wurden 0,1-1 µg DNA in 10-15!µl Probenvolumen, bei präparativen Gelen bis zu 5 µg DNA
in 30-50 µl Probenvolumen elektrophoretisch aufgetrennt. Als Größenmarker wurde
„GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder“ (MBI) verwendet. Die DNA wurde mit Hilfe eines UV-
Illuminators sichtbar gemacht und zur Dokumentation photographiert.
4.2.4. Isolierung von DNA-Fragmenten aus dem Agarosegel
Die Isolierung von DNA aus Agarosegelen wurde mit Hilfe des QIAEX II-Kits (QIAGEN)
nach Angaben des Herstellers durchgeführt. QIAEX basiert auf einer reversiblen, pH-
abhängigen Interaktion von DNA mit einer Glasmatrix. Im niedrigen pH-Bereich bindet die
DNA an eine Glasmatrix und kann nach beliebigen Waschschritten durch Erhöhung des pH-
Werts von der Silikamatrix eluiert werden.
4.2.5. Ethanol-Präzipitation
Zur Präzipitation von DNA aus wässrigen Lösungen wurden DNA-haltige Lösungen mit 1/10
Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5.2) und 2,5 Volumina 100 % EtOH versetzt. Die DNA
wurde durch Zentrifugation (13000 UpM, 20 Min, 4 °C) der Lösung präzipitiert, das
Präzipitat mit 70 % EtOH gewaschen und durch Zentrifugation (13000 UpM, 5 Min, 4 °C)
repräzipitiert. Nachfolgend wurde das Präzipitat im „Vakuum-Konzentrator“ (Bachofer)
getrocknet und in H2O resuspendiert.
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4.2.6. Dephosphorylierung linearisierter Plasmide
Klonierung ist der Einbau von DNA-Fragmenten in autonom replizierende Klonierungsvekto-
ren. Für den Einbau von Fremd-DNA in einen linearisierten Klonierungsvektor wird das En-
zym DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 verwendet, welche die Verknüpfung von freien 3'-
Hydroxyl- und 5'-Phosphat-Gruppen doppelsträngiger DNA katalysiert. Bei der Ligation von
Vektor und DNA-Fragment sind sowohl intra- als auch intermolekulare Reaktionen möglich.
Die Abspaltung des 5'-Phosphat-Restes der Vektor-DNA durch das Enzym alkalische Phos-
phatase verhindert die Religation der Vektoren.
Plasmidvektoren wurden zunächst durch Verdau mit geeigneten Restriktionsendonu-
kleasen linearisiert. Zur Dephosphorylierung wurde der Restriktionsansatz mit 1/10 Volumen
10 x Dephosphorylierungspuffer (Boehringer) versetzt und nach Zugabe von 1 U „Shrimp
alkalischer Phosphatase“ (Boehringer) folgenderweise bei 37 °C inkubiert: Zur Dephosphory-
lierung überhängender DNA-Enden wurde der Ansatz für 10!Min bei 37 °C, zur Dephospho-
rylierung glatter DNA-Enden für 1 h bei 37!°C inkubiert. Nachfolgend wurde die alkalische
Phosphatase durch Inkubation für 15!Min bei 65!°C inaktiviert. Die Effizienz der Dephospho-
rylierung wurde durch Religation des Vektors kontrolliert.
4.2.7. Auffüllen von 5'-überhängenden DNA-Enden mittels Klenow-Enzym
Zur Umwandlung 5'-überhängender DNA-Enden zu glatten Enden wird das „Klenow-Frag-
ment“ der E.coli-DNA-Polymerase I verwendet. Dieses Enzym besitzt 5' -> 3'-Polymerase-
und 3' -> 5'-Exonukleaseaktivität („proofreading“), jedoch im Gegensatz zur endogenen
E.coli -Polymerase keine 5' -> 3'-Exonukleaseaktivität.
Die Auffüllreaktion erfolgte in einem Volumen von 30 µl 1 x Klenow-Puffer [10 mM
Tris-HCl (pH 7.6), 5 mM MgCl2, 7,5 mM DTT] unter Einsatz von 1 U Klenow-Enzym
(Pharmacia) in Gegenwart von 1 mM dNTP-Mix (Pharmacia) für 15 Min bei 37 °C. Aufge-
füllte DNA-Fragmente wurden anschließend im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt
(siehe 4.2.3) und aus dem Agarosegel isoliert (siehe 4.2.4).
4.2.8. Ligation von DNA-Fragmenten
Der Einbau von DNA-Fragmenten in Klonierungsvektoren kann über „sticky end“- oder über
„blunt end“-Ligation erfolgen. Bei „blunt end“-Ligationen wird das DNA-Fragment, insofern
es glatte DNA-Enden aufweist, entweder direkt in eine spezifische „blunt end“-Restriktions-
schnittstelle des Klonierungsvektor eingebaut, oder erst nach Auffüllen vorhandener überhän-
gender DNA-Enden mit Hilfe des Klenow-Enzyms (siehe 4.2.7). Bei „sticky end“-Ligationen
wird das DNA-Fragment, insofern es überhängende DNA-Enden aufweist, die zu denen des
geschnittenen Klonierungsvektors komplementär sind, direkt in den Vektor eingebaut. DNA-
Fragmente, deren flankierende Restriktionsschnittstellen nicht mit denen des Vektors
übereinstimmen, werden nach Auffüllen der überhängenden DNA-Enden (siehe 4.2.7) mit
Linker-DNA versehen. Linker sind Oligonukleotide von 6-12 bp Länge, die
Erkennungssequenzen für eine oder mehrere Restriktionsendonukleasen enthalten. Sie
werden über „blunt end“-Ligation an beide Enden eines „blunt end“-DNA-Fragments
geheftet und ermöglichen nach Verdau mit entsprechenden Restriktionsenzymen den Einbau
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des Fragments in komplementäre Restriktionsschnittstellen der Vektoren über „sticky end“-
Ligation.
Ligationen wurden in einem Volumen von 20 µl 1 x Ligase-Puffer (Boehringer) unter
Einsatz von 1 U T4 DNA-Ligase (Boehringer) durchgeführt. Je nach Größe wurden 50-
100!ng Vektor-DNA eingesetzt. Das zu inserierende DNA-Fragment wurde in mindestens 4
fachem Überschuß zugegeben. Der Vektor wurde zuvor mit „Shrimp alkalischer
Phosphatase“ (Boehringer) dephosphoryliert. Zur Ligation von Linker-DNA wurden 1µg
DNA-Fragment und 1µg Linker (Biolabs) verwendet. Der Ligationsansatz wurde entweder 4
h bei RT, oder üN bei 16 °C inkubiert und anschließend in kompetente E.coli -Zellen
transformiert (siehe 4.2.11).
4.2.9. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
PCR wurde verwendet, um neue cDNAs aus embryonalen Drosophila cDNA-Pools oder
Fragmente bereits klonierter cDNAs zu amplifizieren. Dabei wurden zur weiteren Klonierung
durch die spezifischen Primer geeignete Restriktionsschnittstellen an die 3’- und 5’-Enden der
Amplifikate angefügt. PCR-Ansatz (nach Angaben zur ExTaq-Polymerase (TaKaRa)): 50-
100!ng Template DNA oder 5!µl des cDNA-Pools, 1,25-2,5 U ExTaq-Polymerase (TaKaRa),
10 µl 10¥ ExTaq-Puffer, 8 µl dNTP-Mix, 0,2-1 µM Primer 1 und Primer 2
(Endkonzentration), ad 100 µl H2O. Schmelztemperatur: 94 °C (30 sek),
Annealingtemperatur: etwa 5 °C unterhalb der angegebenen Schmelztemperatur der Primer (1
min), Elongationstemperatur: 72 °C (1-1,5!min pro 1 kb-Fragment). 25-35 Wiederholungen
und zum Abschluss eine weitere Elongation aber 50-100 % länger um sicher zu gehen, dass
alle Amplifikate vollständig sind.
4.2.10. Herstellung kompetenter E.coli-Bakterien mit CaCl2
Die Herstellung CaCl2-kompetenter E.coli Bakterien erfolgte nach einer modifizierten
Methode von Cohen et al. (1972). 100 ml LB-Medium [10 g/l Bacto Trypton (Gibco BRL), 5
g/l Hefeextrakt (Gibco BRL), 10 g/l NaCl, (pH7.5)] wurden mit 0,4 ml einer üN-Kultur des
E.coli-Stamms HB101 angeimpft und bei 37 °C inkubiert. Nachdem die Kultur eine OD600
von 0,3 (Beginn der exponentiellen Wachstumsphase) erreicht hatte, wurden die Zellen durch
Zentrifugation (4000 UpM, 10 Min, 4 °C) pelletiert. Das Bakterienpellet wurde in 10 ml
eiskaltem Puffer I (100 mM CaCl2) resuspendiert und für 10 Min auf Eis inkubiert. Nach
erneuter Zentrifugation der Bakteriensuspension (4000 UpM, 10 Min, 4 °C) wurden die
Bakterien in 1 ml eiskaltem Puffer II (100 mM CaCl2, 15 % Glycerin) resuspendiert,
aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei
–80!°C gelagert.
4.2.11. Transformation CaCl2-kompetenter E.coli-Bakterien
CaCl2-kompetente E.coli-Bakterien sind in der Lage, bei kurzzeitiger Erhöhung der Tempera-
tur, Plasmid-DNA aufzunehmen. Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide tragen ein Anti-
biotikaresistenzgen (ampR), das für das Enzym b-Lactamase codiert. Dieses Resistenzgen er-
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laubt es Bakterien nach Aufnahme der Plasmide in Ampicillin-haltigen Medien zu wachsen,
und ermöglicht es somit, diese Plasmide in großen Mengen in E.coli zu produzieren.
100 µl kompetenter E.coli-Bakterien (siehe 4.2.6.) wurden mit 10-100 ng Plasmid-
DNA oder 20 µl Ligationsansatz vermischt und für 30 Min auf Eis inkubiert. Nachfolgend
wurde die Suspension zunächst für 90 Sek bei 42 °C inkubiert (Hitzeschock) und gleich
darauf 5 Min auf Eis abgekühlt. Zur Regeneration der Bakterien und zur Expression des
Plasmid-codierten Antibiotikaresistenzgens wurde die Bakteriensuspension mit 500 µl LB-
Medium vermischt und für 20 Min bei 37 °C inkubiert. Zur Selektion Plasmid-haltiger
Bakterien wurde die Bakteriensuspension auf Ampicillin-haltige LB-Platten (LB-Medium mit
15 g/l Bacto Agar (Gibco BRL), 100 µg/ml Ampicillin) ausplattiert und bei 37 °C üN
inkubiert.
4.2.12. Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli-Bakterien
4.2.12.1. Isolierung von Plasmid-DNA (Miniprep)
1,5 ml einer Bakterien üN-Kultur wurden durch Zentrifugation (3000 UpM, 5 Min, RT) pelle-
tiert und nachfolgend in 200 µl Lyse-Puffer [50 µg Lysozym (Sigma), 50 mM Tris-HCl (pH
7.5), 62,5 mM EDTA (pH 8.0),4 % Triton X-100, 2,5 M LiCl] resuspendiert. Nach fünfminü-
tiger Inkubation bei RT wurde der Ansatz für 90 Sek bei 100 °C inkubiert und unmittelbar
nachfolgend auf Eis abgekühlt. Durch Zentrifugation des Ansatzes (13000 UpM, 8!Min, RT)
wurden chromosomale DNA und denaturierte Proteine von der Plasmid-DNA in der wässri-
gen Phase abgetrennt und nachfolgend mit Hilfe einer Pipettenspitze entfernt. Die Plasmid-
DNA wurde durch Zugabe von 0,7 Volumen Isopropanol zum Probenansatz gefällt und durch
Zentrifugation (13000 UpM, 20 Min, 4°C) präzipitiert. Die DNA wurde mit 70!% EtOH ge-
waschen, durch Zentrifugation (13000 UpM, 5 Min, 4 °C) repräzipitiert, im „Vakuum-Kon-
zentrator“ (Bachhofer) getrocknet, anschließend in 20-50 µl H2O resuspendiert und bis zur
weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
4.2.12.2. Isolierung von Plasmid-DNA im präparativen Maßstab (Maxiprep)
Die präparative Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterien wurde unter Verwendung des
QIAGEN Plasmid Kits (QIAGEN) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Die Plasmid-
DNA-Präparation nach QIAGEN basiert auf der Methode „Alkalische Lyse“ von Birnboim
und Doly (1979) und beruht auf der Erkenntnis, daß unter alkalischen Bedingungen chromo-
somale DNA denaturiert, superhelikale Plasmid-DNA hingegen nicht. Bakterien einer üN-
Kultur werden in alkalischem Milieu in Gegenwart von SDS lysiert und das Bakterienlysat
durch Zugabe von Natriumacetat neutralisiert. Denaturierte chromosomale DNA und Proteine
werden daraufhin durch Zentrifugation präzipitiert und so von der nativen Plasmid-DNA in
der wässrigen Phase abgetrennt. Die Isolierung der Plasmide aus der wässrigen Phase erfolgt
durch reversible Bindung der Plasmid-DNA an eine Silikamatrix, von der sie nach einer
Folge verschiedener Waschschritte durch Erhöhung der Salzkonzentration eluiert wird (siehe
auch 4.2.4.). Die DNA wurde in 500 µl H2O resuspendiert.
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4.3. Molekularbiologische Standardmethoden zur Analyse von Proteinen
4.3.1. Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit einem SDS/Tris/Glyzin-
Puffersystem (25mM Tris, 200 mM Glyzin, 0,1% SDS) nach Laemmli (Laemmli, 1970).
Zur Auftrennung der Proteine wurde, dem Molekulargewicht der zu analysierenden
Proteine entsprechend, eine 12,5 - 18 % ige Matrix aus polymerisiertem Acrylamid
hergestellt. Hierzu wurde zuerst das Trenngel (12,5 - 18 % Acrylamid, 1 x Trenngelpuffer
[375 mM Tris (pH 8.8), 0,1 % SDS], 0,1 % TEMED, 0,6 % APS) zwischen zwei Glasplatten
mit Abstandshalter gegossen und, um eine glatte Oberfläche für das Sammelgel zu erhalten,
mit Isopropanol überschichtet. Nach der Polymerisation des Trenngels wurde das Isopropanol
entfernt und das Sammelgel (4 % Acrylamid, 1 x Sammelgelpuffer [125 mM Tris (pH 6.8),
0,1 % SDS], 0,1 % TEMED, 0,6 % APS) auf das Trenngel gegossen und sofort der Kamm in
die Lösung geschoben.
Die Proben wurden in SDS-Probenpuffer [5 % Glycerol, 2.5 % b-Mercaptoethanol,
1,5 % SDS, 62,5 mM Tris (pH 6.8), 0,1 % Bromphenolblau ] 5 Min bei 100 °C inkubiert,
zentrifugiert (13.000 g, 8 Min, RT) und der Überstand auf das Gel aufgetragen. Das Kochen
der Proben in einem SDS- und b-Mercaptoethanolhaltigen Puffer zerstört die räumliche
Struktur (Sekundär-, Tertiär- und Quartärstruktur) der Proteine. Das negativ geladene SDS
lagert sich in einem konstanten Gewichtsverhältnis an die Proteine an, wodurch diese in
einem elektrischen Feld eine ihrem Molekulargewicht entsprechende Laufstrecke zur Anode
hin zurücklegen.
Die Elektrophorese wurde bei Minigelen (7 x 10 cm) mit 150 V, bei bei Maxigelen
(30 x 50 cm) mit 200 V gestartet und nach Eindringen der Proben in das Sammelgel der
Gelgröße entsprechend auf 200 V, bzw. 300 V erhöht.
4.3.2. Coomassie-Färbung von SDS-PAGE Proteingelen
Um elektrophoretisch aufgetrennte Proteine im SDS-Gel sichtbar zu machen, wurden die
Gele für 30 Min bis 1 h in einer Coomassie-Färbelösung (0,25 % Coomassie® R250 Brilliant
Blue, 10% Essigsäure, 45 % Metahnol, 45 % H2O) inkubiert. Anschließend wurde das Gel
durch Inkubation in Entfärbelösung (10% Essigsäure, 45 % Metahnol, 45 % H2O) so lange
entfärbt, bis sich die Proteinbanden deutlich vom Gelhintergrund abhoben. Das gefärbte Gel
wurde in Wasser aufgenommen, dokumentiert und anschließend in einem Vakuum-
Geltrockner bei 80 °C für 30 Min auf Whatman-Papier getrocknet.
4.3.3. Silberfärbung von Proteingelen
Anstatt durch Färbung mit Coomasie (siehe 4.3.2) können elektrophoretisch aufgetrennte
Proteine im SDS-Gel auch nach der Methode der Silberfärbung von Blum sichtbar gemacht
werden (Blum, ). Diese Methode beruht auf der Eigenschaft von Silberionen in alkalischem
Milieu mit Proteinen zu komplexieren und unter reduzierenden Bedingungen Silberkeime
auszubilden. Die Silberfärbung erlaubt die Detektion von Proteinbanden, die lediglich 1 bis
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10 ng Protein enthalten und ist somit zehn- bis hundertmal sensitiver als die Detektion mit
Coomassie.
Für eine Färbung der Proteine mit Silber wurden die Gele nach der Elektrophorese 1 h
in Fixierlösung (50 % absoluter Ethanol, 12 % Eisessig, 0,37 % Formaldehyd) inkubiert.
Anschließend wurde die Fixierlösung durch Inkubation der Gele in 50 % Ethanol für jeweils
20 Min entfernt. Nach einer weiteren Inkubation in Vorbehandlungslösung (0,02 % Na2S2O3
in H2O) für 15 Sek und dreimaligem Waschen der Gele mit Wasser, wurde für 20 Min die
Färbelösung (0,2 % AgNO3, 0,03 % Formaldehyd) zugegeben. Im Anschluß wurden die Gele
dreimal kurz mit Wasser gewaschen und schließlich bei leichtem Schwenken solange in
Entwicklerlösung (30 g Na2CO3, 2 mg Na2S2O3, 0,02 % Formaldehyd in 500 ml H2O)
inkubiert, bis die Färbung einsetzte. Die Färbereaktion wurde durch Zugabe von Stoplösung
(55 % Ethanol, 15 % Eisessig, 30 % H2O) beendet. Das gefärbte Gel wurde in Wasser
aufgenommen, dokumentiert und anschließend in einem Vakuum-Geltrockner bei 80 °C für
30 Min auf Whatman-Papier getrocknet.
4.3.4. Immunologischer Nachweis gelelektrophoretisch aufgetrennter Proteine
(Western-Blot)
Bei dem hier angewendeten Verfahren werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine (siehe
4.3.1) aus einem SDS-PAGE-Gel durch eine angelegte Spannung auf eine Transfermembran
übertragen. Das ursprüngliche, im Gel enthaltene Trennmuster bleibt auf der Transferembran
erhalten. Durch Einsatz spezifischer Antikörper können dadurch einzelne Proteinbanden
spezifischen Proteinen zugeordnet werden.
Für die Western-Blot Analyse wurden Transferembranen aus Nitrocellulose (Optitran
BA-S85, Schleicher & Schuell) oder PVDF-Membranen (PVDF Transfermembran,
Schleicher & Schuell) verwendet. Die PVDF-Membranen wurden vor dem Transfer durch
kurze Inkubation in Methanol aktiviert und anschließend, wie auch die Nitrocellulose-
Membranen, in Transferpuffer äquilibriert. Der Transfer erfolgte im Naßverfahren (Mini
Trans-Blot Transfer Cell, BioRad) bei 5 mA/cm2-Gelfläche für 45 Min und wurde durch
Färbung der Proteine auf der Transfermembran mit Ponceau S (Serva) überprüft. Die Position
einzelner Proteinbanden wurde gegebenenfalls markiert.
Nach dem Transfer folgte die Immundetektion mittels Alkalischer-Phosphatase oder
mittels Horse Raddish Peroxidase, unter Verwendung des ECL-Plus-Kits. Die
Transfermembran wurde für 1 h mit Blocklösung (5 % Magermilchpulver, TBST [100 mM
Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 0,1 % Twenn®20]) bei RT inkubiert. Nach dem Entfernen
der Blocklösung wurde die Transfermembran 2 x 5 Min mit TBST gespült und anschließend
1 h bei RT oder üN bei 4 °C in einer Erst-Antikörper-TBST-Lösung inkubiert. Die Erst-
Antikörper-TBST-Lösung wurde nach Angaben des Herstellers angesetzt oder empirisch
ermittelt. Um nicht- oder unspezifisch gebundene Erst-Antikörper zu entfernen, wurde die
Transfermembran 2 x 5 Min mit TBST gewaschen. Anschließend erfolgte eine Inkubation in
einer Zweit-Antikörper-TBST-Lösung für 1h bei RT. Bei den verwendeten Zweit-
Antikörpern, handelte es sich entweder um Antikörper, die mit dem Enzym Alkalische
Phosphatase oder mit dem Enzym Peroxidase gekoppelt waren. Die Zweit-Antikörper-TBST-
Lösungen wurden nach Angaben der Hersteller angesetzt. Nach erfolgter Inkubation der




Für die Detektion mittels Alkalischer Phosphatase wurde die Transfermembran
solange in Färbelösung [mM Tris-HCl (pH 9.5), 4,5 µl / ml NBT, 3,5 µl /ml BCIP] inkubiert,
bis die Banden in gewünschter Intensität sichtbar waren. Danach wurde die Reaktion durch
Zugabe von mit H2O gestoppt, die Membran lichtgeschützt getrocknet und dokumentiert.
Für die Detektion mittels Peroxidase wurde die Transfermebran gleichmäßig in der
Detektionslösung inkubiert (Amersham). Nach 5 min wurde die Membran durch
Abtropfenlassen von der Flüssigkeit befreit und luftblasenfrei zwischen zwei Folien in eine
Filmkassette gebettet. Die fluoreszierenden Signale wurden durch Exposition mit einem
Röntgenfilm in der Dunkelkammer detektiert. Je nach Signalstärke variierten die
Expositionszeiten zwischen einigen Sekunden und 45 min.
4.3.5. Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Die Konzentration der Proteinlösungen wurde nach der Bradford-Methode mit dem "Protein
Assay" der Firma BioRad durchgeführt. Nach Vorlegen von 800 ml Wasser mit einer Multi-
pipette (Gilson Distriman) wurden, je nach erwarteter Konzentration, 0,5-10!ml der zu analy-
sierenden Probe zugegeben. Anschließend wurden 200 ml der Bradford-Lösung zugegeben
und das Eppendorfgefäß auf kleiner Stufe kurz gevortext. Die Farbreaktion wurde für 15!min
inkubiert und wiederum gevortext. Danach wurde die Extinktion der Lösung bei OD595 ver-
messen. Von jeder Proteinlösung wurden aus Gründen der Genauigkeit Dreifachwerte be-
stimmt. Für Eichkurven wurde ein BSA-Stammlösung bekannter Konzentration verwendet.
Eine Eichkurve wurde spätestens dann neu erstellt, wenn eine neue "Protein Assay"-Lösung
angebrochen wurde.
4.3.6. TCA-Präzipitation von Proteinen
Zu der Proteinlösung wurde 1/4 des Volumens 100!%!TCA, 4!mg/ml Desoxycholat
zugegeben, gevortext und für 20-30!min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation
(Tischzentrifuge, 13-15000 Upm, 15!min, 4 °C) wurde der Überstand mit einer Pipette
abgenommen und das Pellet durch Zugabe von 1!ml Aceton gewaschen. Das Aceton wurde
bei RT für 10!min auf dem Pellet inkubiert, bevor ein weiterer Zentrifugationsschritt folgte
(Tischzentrifuge, 13-15000 Upm, 15!min, 4!°C). Das Aceton wurde mit einer Pipette entfernt
und das Pellet bei geöffnetem Gefäßdeckel auf Eis für 10-30!min getrocknet. Danach wurden
10-20 µl 1¥Proteingelprobenpuffer zugegeben, die Probe aufgekocht und durch SDS-PAGE
mit anschließender Coomassiefärbung analysiert. Wurden nur sehr geringe Proteinmengen (<
100!ng) in der Lösung erwartet, wurden silikonisierte Eppendorfgefäße verwendet.
4.4. Expression und Reinigung rekombinanter Proteine in bzw. aus E. coli
Alle Reinigungsschritte wurden, wenn nicht anders vermerkt, bei 4!°C oder auf Eis
durchgeführt. Die säulenchromatographischen Trennungen erfolgten auf einem Äkta-FPLC-
oder Äkta-Purifier-System von Amersham.
Material und Methoden
138
4.4.1. Poly-Histidin (His)-markierte Proteine
Fragmente von DTAFII250 wurden als His-Fusionsproteine mit dem Expressionsvektor
pet19b in E.coli BL21-Codon Plus (DE3)-RIL exprimiert und aus den Zellextrakten durch
Ni2+-Affinitätschromatographie gereinigt. Der Ablauf der Expression und Reinigung war bei
allen Proteinen gleich, weshalb er hier einheitlich dargestellt wird. Die Expressionsvektoren
wurden in die kompetenten Bakterien transformiert und auf LB/Cam/Amp-Agarplatten
ausplattiert. Am nächsten Tag wurden je fünf Kolonien in 10 ml LB/Cam/Amp-Medium
überimpft und üN bei 37 °C wachsen gelassen. Mit den 10 ml Kultur wurden 600 ml
LB/Cam/Amp angeimpft und bei 37 °C bis zu einer OD600 zwischen 0,4 und 0,6 wachsen
gelassen. Dann wurde die Expression der plasmidcodierten Gene durch Zugabe von IPTG
(0,5 mM Endkonzentration) induziert. Das Wachstum wurde für 3 h fortgesetzt.
Anschließend wurden die Kulturen in einem Eis-Wasser-Bad abgekühlt, um eine Beendigung
der Stoffwechselaktivität zu erreichen. Die Zellen wurden zentrifugiert (GS3-Rotor,
5000!Upm, 10!min, 4!°C) und das Pellet in 25!ml eiskaltem Puffer!A (5!mM Imidazol, 25!mM
Hepes, pH!7,9, 200!mM NaCl, 10!% Saccharose) resuspendiert. Die Suspension wurde bei
–20 °C eingefroren, wieder langsam bei 4 °C aufgetaut und in ein Becherglas überführt.
Anschließend wurden 5 ml Puffer A, in dem vorher 50 mg Lysozym gelöst wurden,
zugegeben und die Suspension 45 min unter Rühren inkubiert. Danach wurden die Zellen auf
Eis sonifiziert (Branson Digital Sonifier 450-D, große Spitze, 80-90 % Intensität, dreimal 20
sek). Nach Zentrifugation (SS34, 20000 Upm, 40 min, 4 °C) wurde der Überstand mit einem
0,45 µm Spritzenfilter filtriert und mit 1 ml/min auf eine 1 ml HiTrap Ni2+-Chelating-
Sepharose-Säule geladen, die zuvor mit Puffer A äquilibriert wurde. Anschließend wurde mit
Puffer A nachgewaschen, bis keine Proteine mehr durch UV-Absorption detektiert wurden.
Gebundene Proteine wurden durch einen Gradienten über 20 ml auf 500 mM Imidazol in
Puffer A eluiert, wobei Fraktionen von 1ml gesammelt wurden. Die Fraktionen wurden durch
SDS-PAGE mit anschließender Coomassiefärbung analysiert und die saubersten Fraktionen
vereint. Die Proteine wurde in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80 °C gelagert.
4.4.2. GST-markierte Proteine
Fragmente von DTAFII250 wurden als GST-Fusionsproteine mit dem Expressionsvektor
pGEX2TKN in E. coli C600 exprimiert.
Die Plasmide wurden in E. coli MC4100 transformiert und auf LB/Amp-Agarplatten
ausplattiert. Für die Expression wurden am nächsten Tag mit 5 Bakterienkolonien 10 ml
LB/Amp-Medium angeimpft und üN bei 37 °C wachsen gelassen. Die 10 ml Kultur wurde in
500 ml LB/Amp-Medium überimpft und bis zu einer OD600 zwischen 0,4 bis 0,6 bei 37 °C
wachsen gelassen. Die Expression der plasmidcodierten Gene wurde durch Zugabe von IPTG
(1 mM Endkonzentration) induziert und die Kultur für weitere 3 h bei 37 °C unter Schütteln
inkubiert. Anschließend wurden die Kulturen in einem Eis-Wasser-Bad abgekühlt, um eine
Beendigung der Stoffwechselaktivität zu erreichen. Danach wurden die Zellen zentrifugiert
(GS3-Rotor, 5000!Upm, 10!min, 4!°C), in 50!ml PBS, pH!7,5, 0,1!% Triton-X-100
resuspendiert und 2 mg/ml Lysozym zugegeben. Die Suspension wurde für 45 min unter
Rühren inkubiert, in flüssigem Stickstoff eingefroren und im 37 °C Wasserbad wieder
aufgetaut. Dieser Einfrier/Auftau-Zyklus wurde zwei weitere Male wiederholt und das Lysat
in der Ultrazentrifuge zentrifugiert (Ti45-Rotor, 45 min, 30000 Upm, 4 °C). Der Überstand
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wurde anschließend in 10 ml Aliquots in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80 °C
gelagert.
Für die Aufreinigung der Proteine wurde ein 10 ml Aliquot aufgetaut und mit 50-200
µl in PBS, pH!7,5 äquilibrierter Glutathion-Sepharose (Amersham) für 1 h auf einem Drehrad
inkubiert. Anschließend wurde die Glutathion-Sepharose 5!¥!5 min mit 15 ml PBS, pH 7,5
gewaschen. Entweder wurde die Glutathion-Sepharose mit immobilisiertem GST-
Fusionsprotein direkt für Interaktionsexperimente verwendet oder die GST-Fusionsproteine
wurden eluiert. Die Elution erfolgte durch Inkubation der Matrix mit 50-200 µl 50 mM Tris,
pH!8, 10 mM Glutathion, 2 mM DTT für 10 min bei RT. Der Überstand wurde abgenommen
und die Elution fünf weitere Male wiederholt. Der Proteingehalt der Fraktionen wurde durch
SDS-PAGE mit anschließender Coomassiefärbung analysiert.
4.4.3. Expression und Reinigung rekombinanter Histone aus Xenopus laevis
Rekombinante Histone werden in E. coli exprimiert und aus „Inclusion bodies“ gereinigt. Die
Expressionsplasmide pet3a-H2B, pet3a-H3 und pet3a-H4  (Luger et al., 1997) wurden in E.
coli BL21(DE3) pLysS transformiert und die Zellen auf LB/Cam/Amp-Agarplatten
ausplattiert. Mit je 5-10 Kolonien wurden 20 ml LB/Cam/Amp-Medium angeimpft und üN
bei 37!°C wachsen gelassen. Die 20 ml Kulturen wurden in 500 ml LB/Cam/Amp-Medium
überimpft. Der Vorgang der Expression und Reinigung ist bei den drei Histonen gleich. Bei
einer OD600!=!0,6 wurde die Proteinexpression durch Zugabe von IPTG (1 mM
Endkonzentration) induziert. Nach dreistündiger Expression wurden die Zellen zentrifugiert
(GS3, 5000 Upm, 10 min), in 20 ml TW (50 mM Tris, pH7,5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5
mM bME, 0,2 mM PMSF) resuspendiert, in ein 50 ml Polypropylenröhrchen überführt und in
flüssigem Stickstoff eingefroren. Anschließend wurden sie in einem warmen Wasserbad
aufgetaut. Um die Viskosität zu erniedrigen wurde die Suspension 3!¥!10 sek sonifiziert
(kleine Spitze, Intensität 40 %). Nach Zentrifugation (SS34, 15000 Upm, 20 min, 4 °C)
wurde der Überstand abgenommen und das Pellet 2!¥ mit 20 ml TW/1 % Triton und 2!¥ mit
20 ml TW gewaschen. Das Pellet wurde in 30!ml Entfaltungspuffer (7 M
Guanidiniumhydrochlorid, 20 mM Tris, pH 7,5, 10 mM DTT (DTT vor Gebrauch frisch
dazugegeben)) für 1!h bei RT unter Rühren gelöst. Die Lösung wurde zentrifugiert (SS34,
15000 Upm, 20 min, RT) und der Überstand üN gegen 5!l SAU–200 (7 M Harnstoff, 20 mM
Natriumacetat, pH 5,2, 200!mM NaCl, 1!mM EDTA, 5!mM!bME) dialysiert. Das Dialysat
wurde zentrifugiert (SS34, 10000 Upm, 10 min, RT) und mit 1 ml/min auf eine 5 ml HiTrap
SP-Sepharose-Säule geladen, die zuvor in SAU-200 äquilibriert wurde. Die Säule wurde mit
25 ml SAU-200 gewaschen, bevor gebundenes Protein durch einen Gradienten über 12 SV
auf SAU-600 (wie SAU-200 aber mit 600 mM statt 200!mM NaCl) eluiert wurde. Während
der Elution wurden Fraktionen von 2 ml gesammelt, die durch SDS-PAGE mit
anschließender Coomassiefärbung auf den Histon-Gehalt analysiert wurden. Die reinen
Fraktionen wurden vereint und 3!¥ gegen 1 l H2O (das dritte Mal üN) dialysiert. Das Dialysat
wurde zentrifugiert (SS34, 10000 Upm, 10 min, 4!°C) und die Proteinkonzentration des
Überstandes bestimmt. Der Überstand wurde dann in Aliquots zu je 1!mg Protein aufgeteilt,
die Proteine anschließend im „Speed Vac“-Konzentrator lyophylisiert und bei –80 °C
gelagert. Bei Gebrauch konnten die Histone in dem gewünschten Puffer gelöst werden.
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4.5. Expression und Reinigung rekombinanter Proteine in bzw. aus Sf9-Zellen
Um DTAFII250-Fragmente als GST-FLAG- und His-Epitop-markierte Fusionsproteine mit
Hilfe des Baculovirussystems in Spodoptera frugiperda (Sf9)-Zellen zu exprimieren wurden
zunächst die Baculovektoren pVL-GST-FLAG (siehe 4.1.9.4, Abb.1.1) und pPB22-His (siehe
4.9.1.4, Abb.1.2) hergestellt und die entsprechenden DTAFII250-cDNA-Fragmente inseriert
(4.9.1.5). Für die Expression HA-Epitop-markierter HTAFII250-, DTAFII250- und
DTAFII110-Proteine wurden bereits vorhandene Viren eingesetzt (F. Sauer).
Die Sf9-Zellen wurden als Suspensionskultur in einem „Spinner“ in serumhaltigen
Medium (SF900!II-Medium, 1!% Pluronic F-68, 1!% L-Glutamin 200!mM, 1!%
Penicillin/Streptomycin, 10 % Foetal Bovine Serum, Gibco) kultiviert. Zur
Primärtransfektion, der Herstellung der rekombinanten Baculoviren, wurden 106 Sf9-Zellen in
einer Kavität einer 6-Kavitäten-Zellkulturplatte ausgesät. Lösung A (175 ng Baculo Gold-
DNA, 1,3-1,5 µg Transferplasmid, 33 µl Medium serumfrei (SF900 II-Medium, 1 % Pluronic
F-68, 1 % L-Glutamin 200 mM, 1 % Penicillin/Streptomycin, Gibco)) und Lösung B (10 µl
Lipofectin Reagent, 23 µl SF900-Medium, Gibco) wurden einzeln angesetzt, gemischt
(Lösung AB) und 15-45 min inkubiert. Die abgesetzten Sf9-Zellen wurden dreimal mit
serumfreien Medium gewaschen. Die Lösung AB wurde in 440 µl serumfreies Medium
aufgenommen und auf die Sf9-Zellen gegeben. Die Sf9-Zellen wurden mit der
Transfektionslösung 15 h auf einer Wippe bei RT inkubiert. Die Transfektionslösung wurde
abgenommen, die Sf9-Zellen mit serumhaltigen Medium gewaschen und mit 2 ml
serumhaltigen Medium für 5 Tage bei 27 °C inkubiert. Danach wurde der virenhaltige
Überstand abgenommen und für die Virenamplifikation verwendet, da der Virustiter des
Überstandes noch zu gering für die Proteinexpression ist.
4.5.1. Amplifikation und Reamplifikation rekombinanter Baculoviren
Für die Amplifikation wurden 107 Sf9-Zellen auf einer 10 cm Zellkulturplatte ausgesät. Der
Überstand wurde abgenommen. Auf die Sf9-Zellen wurden 2,5 ml serumhaltiges Medium und
1 ml Überstand der Primärtransfektion gegeben und für 1 h bei RT auf einer Wippe inkubiert.
Anschließend wurden 10 ml serumhaltiges Medium zugegeben und die Platte für 5 Tage bei
27!°C inkubiert. Der Überstand wurde abgenommen, zentrifugiert (867 g, 5 min, 4 °C) und
für einen weiteren Virusamplifikationsschritt, der Reamplifikation, verwendet.
Für die Reamplifikation wurden 22-25!¥!106 Sf9-Zellen auf einer 15 cm Zellkulturplatte
ausgesät. Der Überstand wurde abgenommen. Auf die Sf9-Zellen wurden 5 ml serumhaltiges
Medium und 50-250 µl des Amplifikationsüberstandes gegeben und für 1 h bei RT auf einer
Wippe inkubiert. Anschließend wurden 15 ml serumhaltiges Medium zugegeben und die
Platte für 3-5 Tage bei 27 °C inkubiert. Der virushaltige Überstand wurde abgenommen,
zentrifugiert (867 g, 5 min, 4 °C) und bei 4 °C aufbewahrt. Mit diesem Überstand konnte jetzt
die Proteinexpression durchgeführt werden.
4.5.2. Proteinexpression in Sf9-Zellen
Für die Proteinexpression wurden Sf9-Zellen bei einer Zelldichte von 106 Zellen/ml
verwendet. Je nach gewünschter Proteinmenge wurden Expressionskulturen von 50-500 ml in
0,5-5 L-Kolben ohne Schikane angesetzt. Der Kultur wurden 1/100-1/50 des Volumens
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Virus-Reamplifikationsüberstand zugegegeben. Die Expressionskultur schüttelte mit 60 Upm
über 2-3 Tage bei 27 °C.
4.5.3. Reinigung der HA-markierten Proteine aus Sf9-Zellen
Die Zellen wurden zentrifugiert (etwa 800 g, 10 minl, 4 °C) und in 30 ml 0,5 M NaCl-HEMG
[0,5 M NaCl, 25 mM Hepes (pH 7,6), 12,5 mM MgCl2, 0,1 mM EDTA, 10 % Glycerin],
0,1!% NP-40, 0,2 mM PMSF pro 500 ml Expressionskultur resuspendiert. Die Suspension
wurde zweimal in flüssigem Stickstoff eingefroren und im 30-37 °C Wasserbad wieder
aufgetaut. Danach wurde auf Eis sonifiziert (kleine Spitze, 40-60 % Intensität, 3!¥!15 sek),
zentrifugiert (SS34, 20000 Upm, 30 min, 4 °C) und der Überstand mit einem 0,45 µm
Spritzenfilter filtriert. Zur Reinigung der HA-markierten Proteine wurde HA-Agarose (Anti-
HA Affinity Matrix, Roche) verwendet. Etwa 100 µl der HA-Agarose wurden, nachdem sie
in 0,5!M!NaCl-HEMG äquilibriert worden waren, pro 10 ml des Filtrats für 2 h bis üN bei 4
°C auf einem Drehrad inkubiert. Danach wurde die HA-Agarose, an die HA-markiertes
Protein gebunden war (Protein-HA-Agarose), 5!¥!3 min auf dem Drehrad mit 0,5 M NaCl-
HEMG, 0,1 % NP-40, 0,2 mM PMSF gewaschen. Zwischen den Waschschritten wurde die
Protein-HA-Agarose zentrifugiert (etwa 220 g, 2 min, 4 °C) und der Überstand mit einer
Kanüle oder Pasteurpipette abgesaugt. Anschließend wurde die Protein-HA-Agarose noch
einmal mit 25!mM!Tris, pH 8, 100 mM NaCl, 0,2 mM PMSF gewaschen. 5-10 µl der Protein-
HA-Agarose wurde mit 10 µl 2¥Proteingelprobenpuffer versetzt, aufgekocht und durch SDS-
PAGE mit anschließender Coomassifärbung analysiert. Durch 10 µl HA-Agarose wurden
etwa 0,5-1!µg HA-markiertes Protein immobilisiert. Die Protein-HA-Agarose wurde bei 4 °C
gelagert und innerhalb der nächsten 2-3 Tage verwendet.
4.5.4. Reinigung der GST-FLAG-markierten Proteine aus Sf9-Zellen
Die Zellen wurden zentrifugiert (etwa 800 g, 10 minl, 4 °C) und in 30 ml GST-Lysepuffer (25
mM Hepes, pH 7,6, 1 M NaCl, 10 mM b-Mercaptoethanol, 0,1 % Triton X-100, 10 %
Saccharose, 0,2 mM PMSF) pro 500 ml Expressionskultur resuspendiert. Die Suspension
wurde zweimal in flüssigem Stickstoff eingefroren und im 30-37 °C Wasserbad wieder
aufgetaut. Danach wurde auf Eis sonifiziert (kleine Spitze, 40-60 % Intensität, 3!¥!15 sek),
zentrifugiert (SS34, 20000 Upm, 30 min, 4 °C) und der Überstand mit einem 0,45 µm
Spritzenfilter filtriert. Zur Reinigung der GST-FLAG-markierten Proteine wurde der
Proteinextrakt mit 0,5 ml/min auf eine 1ml HiTrap-GSTrap geladen, die zuvor in Puffer A
(50 mM Tris-HCl, pH 7,6, 200 mM NaCl, 10 mM b-Mercaptoethanol, 0,1 % Triton X-100,
0,2 mM PMSF) äquilibriert wurde. Die Säule wurde mit Puffer A gewaschen, bis keine
Proteine mehr durch UV-Absorption detektiert wurden. Anschließend wurden die
gebundenen GST-Fusionsproteine mit Puffer B (50 mM Tris-HCl, pH 7,6, 200 mM NaCl, 10
mM b-Mercaptoethanol, 0,1 % Triton X-100, 10 mM Glutathion, 0,2 mM PMSF) bei RT mit
einer Spritze eluiert. Es wurden 0,5 ml Fraktionen gesammelt, die durch SDS-PAGE mit
anschließender Coomassiefärbung analysiert wurden. Reine Fraktionen wurden vereint, in
flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80°C gelagert.
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4.5.5. Reinigung der His-markierten Proteine aus Sf9-Zellen unter nativen Bedin-
gungen
Die Zellen wurden zentrifugiert (etwa 800 g, 10 minl, 4 °C) und in 30 ml His-Lysepuffer (25
mM Hepes; 1 M NaCl; 10 % Saccharose; 5 mM Imidazol; 0,2 mM PMSF; pH 7,9) pro 500
ml Expressionskultur resuspendiert. Die Suspension wurde zweimal in flüssigem Stickstoff
eingefroren und im 30-37 °C Wasserbad wieder aufgetaut. Danach wurde auf Eis sonifiziert
(kleine Spitze, 40-60 % Intensität, 3!¥!15 sek), zentrifugiert (SS34, 20000 Upm, 30 min, 4
°C) und der Überstand mit einem 0,45 µm Spritzenfilter filtriert. Zur Reinigung der His-
Epitop-markierten Proteine wurde der Proteinextrakt mit 0,5-1 ml/min auf eine 1 ml HiTrap
Ni2+-Chelating-Sepharose-Säule geladen, die zuvor in Puffer A (25 mM Hepes; 200 mM
NaCl; 10 % Saccharose; 5 mM Imidazol; 0,2 mM PMSF; pH 7,9) äquilibriert wurde. Die
Säule wurde mit Puffer A gewaschen, bis keine Proteine mehr über UV-Absorption detektiert
wurden. Anschließend wurden die gebundenen Proteine mit einem Gradienten über 10 ml auf
100 % Puffer B (25 mM Hepes; 200 mM NaCl; 10 % Saccharose; 500 mM Imidazol; 0,2 mM
PMSF; pH 7,9) eluiert. Es wurden 0,5 ml Fraktionen gesammelt, die durch SDS-PAGE mit
anschließender Coomassiefärbung analysiert wurden. Reine Fraktionen wurden vereint, in
flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80°C gelagert.
4.5.5.1. Reinigung über Source Q PE4.6/100
Nach der Affinitätschromatographie wurden die Proteinlösungen (1-3 mg Proteingehalt) von
His-DTAFII250-NT1400, His-DTAFII250-CT1500 und His-DTAFII250-CT1900 mit 2
Volumen 25 mM Hepes, pH 7,9 , 10 % Saccharose, 0,2 mM PMSF verdünnt und mit 1
ml/min auf die Anionentauschersäule Source Q PE4.6/100 geladen, die zuvor mit Puffer A
(25 mM Hepes, pH 7,9, 100 mM NaCl, 10 % Saccharose, 0,2 mM PMSF) äquilibriert wurde.
Die Säule wurde mit 15 Säulenvolumina Puffer A gewaschen und gebundene Proteine über
einen Gradienten von 10 Säulenvolumen auf 100 % Puffer B (25 mM Hepes, pH 7,9, 500
mM NaCl, 10 % Saccharose, 0,2 mM PMSF) eluiert. Die Proteine eluierten zwischen 150
und 250 mM NaCl. Es wurden 0,5 ml Fraktionen gesammelt, die durch SDS-PAGE mit
anschließender Coomassifärbung analysiert wurden. Die Fraktion, mit dem höchsten
Proteingehalt wurde auf eine Superdex200 HR 10/30 Gelfiltrationssäule geladen (2.5.5.2).
Die anderen Fraktionen wurden vereint, in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80 °C
gelagert.
4.5.5.2. Reinigung über Superdex200 HR10/30
Mit dem finalen Reinigungsschritt über die Superdex200 HR10/30 sollten weitere mögliche
Kontaminanten von den TAFII250-Fragmenten abgetrennt werden. 400 µl der Proteinlösung
aus 2.5.5.1 (etwa 2 mg/ml) wurden mit 0,4 ml/min auf die Gelfiltrationssäule geladen, die
zuvor mit Kinasepuffer 25 mM Hepes (pH 7.2), 12,5 mM MgCl2, 100 mM KCl, 0,1 mM
EDTA, 0,1 % NP40, 0,2 mM PMSF äquilibriert wurde. Es wurden 0,5 ml Fraktionen
gesammelt. Die Reinheit der Fraktionen wurde duch SDS-PAGE mit anschließender
Silberfärbung analysiert. Die Fraktionen wurden vereint, in flüssigem Stickstoff eingefroren
und bei –80 °C gelagert.
Material und Methoden
143
4.5.6. Reinigung der His-markierten Proteine aus Sf9-Zellen unter denaturierenden
Bedingungen
Die Zellen wurden zentrifugiert (etwa 800 g, 10 minl, 4 °C) und in 30 ml Lysepuffer (6 M
Guanidinium, 25 mM Hepes, 250 mM NaCl, pH 8,0) pro 500 ml Expressionskultur
resuspendiert. Die Suspension wurde für 1 h bei RT auf einem Drehrad inkubiertt. Danach
wurde sonifiziert (kleine Spitze, 40-60 % Intensität, 3!¥!15 sek), zentrifugiert (SS34, 20000
Upm, 30 min, 4 °C) und der Überstand mit einem 0,45 µm Spritzenfilter filtriert. Zur
Reinigung der His-Epitop-markierten Proteine wurde der Proteinextrakt mit 0,5 ml/min auf
eine 1 oder 5 ml Ni2+/Zn2+-Chelating-Sepharose-Säule geladen, die zuvor in Puffer A (8 M
Harnstoff; 25 mM Hepes; 250 mM NaCl; pH 8,0) äquilibriert wurde. Die Säule wurde mit 15-
20 Säulenvolumina Puffer A gewaschen. Anschließend wurden die gebundenen Proteine mit
einem Gradienten über 20 Säulenvolumen auf 100 % Puffer B (8 M Harnstoff; 25 mM Hepes;
250 mM NaCl; 1 M Imidazol; pH 8,0) eluiert. Es wurden 0,5-1 ml Fraktionen gesammelt, die
durch SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Färbung analyisiert wurden. Reine
Fraktionen wurden vereint und die Proteine durch Dialyse renaturiert (2.5.7).
4.5.7. Renaturierung der denaturierend gereinigten His-Fusionsproteine
Für die Reanturierung denaturierend gereiniger Proteine wurde jeweils 1 ml Protein-Lösung
in einen Dialyseschlauch (Regenerated Cellulose (6-8kDa), Spectrum) überführt und zunächst
für 16 h bei 4 °C unter stetigem Rühren in 100 ml Renaturierungspuffer [100 mM Tris-HCl
(pH7,5); 7,5 mM EDTA; 50 mM NaCl; 1 M Arginin; 10 mM DTT; 0,2 mM PMSF] inkubiert.
Anschließend wurde das Dialysat erneut für 16 h bei 4 °C in Kinasepuffer [25 mM Hepes (pH
7.2), 12,5 mM MgCl2, 100 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 % NP40, 0,2 mM PMSF] inkubiert.
Die Konzentration, der für die Dialyse eingesetzten Protein-Lösung wurde vor der
Dialyse durch Zugabe von 8 M Urea-Puffer A (4.5.6) auf maximal 0,5 mg / ml eingestellt.
Bei der Dialyse ausgefallenes Protein wurde durch Zentrifugation (SS34, 10000 Upm, 10
min, RT) entfernt. Die Konzentration der im Überstand gelösten Proteine wurden mittels
Biorad-Reagenz ermittelt und auf 1 µg / µl eingestellt. Alliqots dieser Protein-Lösungen
wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei – 80 °C gelagert.
4.6. Herstellung und Reinigung polyklonaler Histon-H2B-Phosphoserin-33-spezi-
fischer Antikörper
Für die Herstellung von a-Phosphoserin-33-Antikörpern wurde ein synthetisches, an KLH
gekoppeltes H2B-Phosphoserin-33-Peptid (siehe 4.1.11.2) in zwei Kaninchen injiziert. Pro
Immunisierung wurden jeweils 100 µg des H2B-Phosphoserin-33-Peptids eingesetzt. Das
Serum wurde nach der fünften Immunisierung mit Western-Blot-Analyse (siehe 4.3.4) auf die
Anwesenheit von a-Phosphoserin-33-Antikörpern überprüft. Nachdem sichergestellt war, daß
das Serum a -H2B-Phosphoserin-33-Antikörper enthielt, wurden die Kaninchen am
darauffolgenden Tag ausgeblutet und die a-H2B-Phosphoserin-33-Antikörper chromato-
graphisch aus den Seren isoliert.
 Die Reinigung der a-H2B-Phosphoserin-33-Antikörpern erfolgte im wesentlichen in
zwei Schritten: zuerst wurden Phosphoeserin-33-unspezifische H2B-Antikörper aus den
Seren entfernt und anschließend die isolierten Phosposerin-33-spezifischen Antikörper
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konzentriert. Um die H2B-Phosphoserin-33-Peptid-spezifischen Antikörper von H2B-Peptid-
spezifischen, jedoch Phosphoserin-33-unspezifischen Antikörpern zu trennen, wurden zwei
verschiedene Affinitätsmatrizen hergestellt. Zum einen wurde H2B-Phosphoserin-33-Peptid
über die reaktive SH-Gruppe eines NH2-terminal angehängten Cysteins (siehe 4.1.11.2 oder
2.3.1, Abb.2.34) an eine SulfoLink-Matrix (Pierce) gebunden (1,4 mg H2B-Phosphoserin33-
Peptid / ml SulfoLink-Matrix) und so eine H2B-Phosphoserin-33-Matrix hergestellt. Eine
zweite H2B-spezifische, jedoch Phosphoserin-unspezifische Affinitätsmatrix wurde durch die
Immobilisierung von H2B-Serin-33-Peptid erzeugt (1,4 mg H2B-Serin33-Peptid / ml
SulfoLink-Matrix, Pierce). Die Kopplung der Peptide an die SulfoLink-Matrix erfolgte nach
den Angaben des Herstellers. Für die Reinigung der Antikörper wurden die Seren zunächst
auf die H2B-Serin-33-Matrix aufgetragen und der Durchfluß aufgefangen. Die so isolierten
a-H2B-Phosphoserin-33-Antikörper wurden anschließend auf die H2B-Phosphoserin33-
Matrix aufgetragen, durch eine pH-Wert Änderung von der Matrix eluiert und gesammelt.
Durch mehrmalige Wiederholung dieser Reinigungsschritte war es möglich spezifische
Antikörper zu isolieren. Abschließend wurden die gereinigten a-H2B-Phosphoserin-33-
Antikörper über eine Protein G-Matrix (Protein G-Agarose, Boehringer) konzentriert und
erneut auf Spezifität untersucht (siehe Abb.2.34 und Abb.2.35).
4.7. In vitro Kinase-Assay
Der im Rahmen dieser Arbeit angewendete in vitro Kinase-Assay basiert auf einem für die
Charakterisierung der Kinase-Aktivirät von HTAFII250 angewendeten Assay (Dikstein et al.,
1996). Hierbei wird untersucht, ob ein Protein, wie z.B. TAFII250, als Kinase agiert und den
Transfer eines radioaktiv-markierten Phosphats auf ein zugegebenes Substrat katalysiert. Als
Phosphatgruppendonor wurde in der vorliegenden Arbeit 32P-g-ATP (4.1.5) verwendet, als
Substrate wurden Histon-Mix (ein Gemisch gereinigter Rinder-Histone, Roche), rekom-
binante Einzelhistone (4.4.3), verschiedene Histon-Peptide (4.1.11.1) und aus Drosophila
gereinigte Histon-Oktamre und Nukleosomen (C. Beisel, persönliche Gabe) eingesetzt.
Die Reinigung der untersuchten Kinase-Proteine erfolgte wie unter dem Kapitel 4.5.
beschrieben. Für die Untersuchung der Kinase-Aktivität HA-Epitop markierter Proteine
wurden jeweils 2 µl der Protein-HA-Agarose pro Reaktionsansatz in 20 µl 1 x Kinasepuffer
[25 mM Hepes (pH 7.2), 12,5 mM MgCl2, 100 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 % NP40, 0,2
mM PMSF] mit 0,1 µg - 20 µg Substrat (siehe oben) aufgenommen. Nach Zugabe von 0,1 bis
1 µCi 32P-g-ATP wurden die Reaktionen, wenn nicht anders angegeben, für 1 h bei 30 °C
gestratet. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-Probenpuffer abgestoppt, für 5 Min
bei 100 °C erhitzt, die HA-Agarose durch Zentrifugation (etwa 220 g, 2 min, RT) pelletiert
und die Überstände auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen (4.3.1). Anschließend wurden
die nach Molekulargewicht getrennten Proteine mit Coomssie-Blau gefärbt (4.3.2), das
Proteingel getrocknet und die Phosphorylierung mittels Autoradiographie sichtbar gemacht.
Die Exposition der Rötgenfilme (X-OMATTM AR-5, Amersham Pharmacia) erfolgte für 1 h
bzw. 5 h bei RT.
Für die Untersuchung der chromatographisch gereinigten Proteine wurde jeweils 1 µg
der unter nativen Bedingungen gereingten Proteine und 0,25 µg der renaturierten Proteine pro
Reaktion in 20 µl 1 x Kinasepuffer aufgenommen, mit 0,1 - 10 µg Substrat versetzt und die




Für den „In-Gel-Assay“ wurden 15 µl der zu analysierenden Proteinfraktion mit 5 µl
4¥Proteingelprobenpuffer versetzt aber nicht aufgekocht. In das Trenngel des SDS-
Polyacrylamidgels wurden vor der Polymerisierung 0,5 mg/ml rekombinantes Histon H2B,
oder 0,5 mg/ml BSA (Negativkontrolle) gelöst. Nach der Elektrophorese der Proteinprobe
wurde das SDS-Polyacrylamidgel 1 h bei RT in Puffer B (50 mM Tris, pH 8, 1!mM DTT, 0,1
mM EDTA)!+!20!%!Isopropanol und anschließend für 30 min bei RT in Puffer!B gewaschen.
Das SDS-Polyacrylamidgel wurde in Puffer!B!+!6!M Guanidiniumhydrochlorid für 1!h bei
RT und danach üN bei 4 °C in Puffer!B + 0,04 % Tween!40 inkubiert. Das SDS-
Polyacrylamidgel wurde für 10 min in HMT-Puffer äquilibriert und anschließend für 1-3 h in
HMT-Puffer!+!40 µCi [3H]-SAM inkubiert. Zuletzt wurde das SDS-Polyacrylamidgel mit 5
% TCA-Lösung gewaschen und mit Amplify (Amersham) behandelt. Radioaktiv markierte
Proteine wurden fluorographisch detektiert. Der Röntgenfilm wurde für 4 Wochen bei –80!°C
exponiert.
4.9. Methoden zur Haltung und Kreuzung von Drosophila
4.9.1. Zubereitung von Fliegenfutter
Das Fliegenfutter wurde nach einer Rezeptur von C. Nüsslein-Volhard (1977) zubereitet. Zu-
nächst wurden 48 g Agar (Serva) in 4,5 l Wasser durch Aufkochen gelöst. Dann wurden
110!g Trockenhefe, 60 g Sojamehl, 130 g Rübensirup, 480 g Malzextrakt und 480 g in 1!l
Wasser gelöstes Maismehl zugegeben. Nach 30 minütigem Erhitzen bei geringer Wärmezu-
fuhr wurden 14 g Nipagin (Methyl-4-hydroxybenzoat Natriumsalz; Merck) zugegeben. Das
Fliegenfutter wurde weitere 15 Min bei geringer Wärmezufuhr inkubiert und anschließend in
Zuchtbehälter eingefüllt. Die zu einem Viertel mit Fliegenfutter gefüllten Röhrchen wurden
bei 4 °C gelagert und vor Gebrauch auf RT vorgewärmt.
4.9.2. Zubereitung von Apfelsaft-Agarplatten
200 g Agar (Serva) wurden in 5 l Wasser aufgekocht und 1,6 l Apfelsaft, 165 g Zucker und
9!g Nipagin (Methyl-4-hydroxybenzoat Natriumsalz; Bender&Hobein) zugegeben. Nach er-
neutem Aufkochen wurde der Apfelsaftagar in Petrischalen (Greiner) gegossen und bei 4!°C
gelagert. Vor Gebrauch wurden die Apfelsaft-Agarplatten mit etwas frischer Hefe bestrichen.
4.9.3. Haltung und Anzucht von Drosophila
Die Fliegenzucht erfolgte in Zuchtbehältern, die zur Fütterung der Weibchen mit etwas
frischer Bäckerhefe versehen wurden. Zudem wurden die Behälter mit in Tetradifon-Lösung
getränkten Papierstreifen versetzt. Tetradifon (2,4,4',5-Tetrachlordiphenylsulfon) ist ein in
Aceton lösliches Anti-Milbenmittel. Je nach der gewünschten Anzahl an Nachkommen,
wurden Zuchtbehälter unterschiedlicher Größe verwendet. Die Stammhaltung (bis zu
30!Fliegen) erfolgte in kleinen Behältern von 16 ml Volumen, die Anzucht größerer Mengen
an Fliegen in Zuchtbehältern von 68 ml oder 175 ml Volumen. Die Zuchtbehälter wurden mit
Material und Methoden
146
Polyurethan- (Ceaprenstopfen; Greiner) oder Wattestopfen versiegelt. Die Fliegen wurden
entweder bei 25 °C oder bei 18!°C gehalten. Bei 18 °C beträgt die Generationszeit von
Drosophila etwa 21 Tage, bei 25!°C hingegen 10-12 Tage. Bei 18 °C gehaltene Fliegen
wurden alle 28 Tage in frische Futterröhrchen umgesetzt, bei 25 °C gehaltene Fliegen
dagegen im Abstand von 14 Tagen.
4.9.4. Sortieren von Fliegen
Durch Behandlung mit CO2 können Fliegen betäubt und unter Verwendung eines optischen
Hilfsmittels (Binokular) nach Geschlecht und genetischen Markern sortiert werden.
Weibchen lassen sich von Männchen folgendermaßen unterscheiden: Weibchen sind in der
Regel größer als Männchen, ihr Hinterleib ist zugespitzt und hell, während die Männchen ein
punktiertes Abdomen aufweisen, das abgerundet und dorsal dunkler erscheint als das
weibliche Abdomen.
4.9.5. Ansetzen von Kreuzungen
Um Fliegen verschiedenen Genotyps miteinander zu kreuzen, wurden von einem der beiden
Fliegenstämme jungfräuliche Weibchen gesammelt. Für das Sammeln von Jungfrauen
wurden Fliegen des entsprechenden Stamms in frische Futterröhrchen überführt und bei
25!°C vermehrt. Nach etwa 10 Tagen wurde die Elterngeneration aus den Futterröhrchen
entfernt. Die Weibchen der F1-Generation wurden von den Männchen getrennt und in
frischen Futterröhrchen bei 18!°C aufbewahrt, bevor sie verpaart wurden. Bei Haltung der
Fliegen bei 25 °C wurden die Weibchen alle 6 h abgesammelt. Bei 18 °C ist die Entwicklung
der Fliegen verlangsamt, so daß ein Absammeln nur alle 12-17 h notwendig war. Je nach
Anzahl der gewünschten Nachkommen erfolgte die Kreuzung in kleinen oder großen
Futterröhrchen. Zum Sammeln von Embryonen erfolgte die Kreuzung der Fliegen in kleinen
oder großen Flugkäfigen. Die Anzahl der Männchen entsprach hierbei etwa einem Drittel der
Anzahl an Weibchen.
4.9.6. Sammeln von Embryonen
Die Fliegen wurden zur Eiablage in Flugkäfige überführt, die mit Hefe-bestrichenen
Apfelsaft-Agarplatten versehen waren und bei 25 °C inkubiert (Nüsslein-Volhard, 1977). Je
nach Anzahl der Fliegen wurden kleine (200 ml Volumen) oder große Flugkäfige (1000 ml
Volumen) angesetzt. Für kleine Flugkäfige sind mindestens 50 Fliegen erforderlich, für große
Flugkäfige mindestens 300 Fliegen, um eine adäquate Ausbeute an Embryonen zu erhalten.
Durch Austausch der Apfelsaft-Agarplatten in Zeitintervallen von 4-5 h wurden 0-5 h alte
Embryonengelege gesammelt.
4.9.7. Fixierung der Embryonen
Die Fixierung der Embryonen erfolgte nach einer Methode von Mitchison und Sedat (1983).
Die Embryonen wurden mit einem weichen Pinsel und etwas Wasser von der Agarplatte ge-
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löst, in kleine Siebe gespült und mit Wasser gewaschen. Durch vierminütige Inkubation in
3!% Natriumhypochlorit-Lösung wurden die Embryonen dechorionisiert und anschließend
mit 0.1 % Triton X-100 (MERCK) gewaschen. Die dechorionisierten und gewaschenen
Embryonen wurden nachfolgend in einem Gemisch aus 4!ml Embryonenfixierungs-Puffer
[100 mM HEPES (pH 6.9), 2 mM MgSO4, 1 mM EGTA (pH 8.0)], 0,5!ml
37!%!Formaldehyd-Lösung (Merck) und 5 ml Heptan für 20 Min geschüttelt und so fixiert.
Die wässrige Phase wurde verworfen und die Embryonen durch wiederholtes Schütteln in
Methanol devitellinisiert. Die Embryonen wurden in Methanol bei 4 °C gelagert.
4.10. In situ-Hybridisierung von Drosophila-Embryonen mit Digoxigenin-markierten
DNA-Fragmenten
4.10.1. Markierung von DNA mit dUTP-Digoxigenin
Die Markierung von cDNA-Fragmenten mit dUTP-Digoxigenin erfolgte mittels „random
priming“ nach einer Methode von Mlodzik und Patel (nicht veröffentlicht).
100-200 ng cDNA wurden in 9 µl Wasser aufgenommen, für 3 Min im Wasserbad bei 100 °C
hitzedenaturiert und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die denaturierte DNA wurde mit
2 µl 10 x LB [1 M PIPES (pH 6.6), 1 M MgCl2, 100 mM ß-Mercaptoethanol], 6!µl „Random
hexamer primer“-Lösung (10 mg/ml; Boehringer), 2 µl „10 x DIG DNA labeling mixture“
(Boehringer) und 1 µl Klenow-Enzym (5 U/µl; Pharmacia) versetzt und für 1 h bei 15 °C und
nachfolgend für 3 h bei RT inkubiert. Die markierte cDNA wurde durch Zugabe von 2 µl 5
M NaCl, 1 µl Hefe tRNA (10 µg/ml), 77 µl H2O und 300 µl 100 % EtOH gefällt, mit 70 %
EtOH gewaschen und nach Trocknen im „Vakuum-Konzentrator“ (Bachofer) in 50!µl TE [10
mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH 8)] resuspendiert. Markierte cDNA wurde bei -20 °C
gelagert.
4.10.2. Nicht-radioaktive in situ-Hybridisierung mit Digoxigenin-markierter DNA
Die in situ-Hybridisierung mit Digoxigenin-markierten DNA-Proben erfolgte nach einer Me-
thode von Tautz und Pfeifle (1989).
50 µl fixierte Embryonen wurden mit PBT [130 mM NaCl, 7 mM Na2HPO4, 3 mM
NaH2PO4, 0.1 % Tween 20; (pH 7.2)] rehydratisiert (2 x 5 Min und 1 x 10 Min) und anschlie-
ßend für 3 Min mit Proteinase K (50 µg/ml Proteinase K in PBT; Boehringer) behandelt. Der
Proteinase-Verdau wurde durch dreiminütige Inkubation der Embryonen in Stoplösung (2
mg/ml Glyzin in PBT) beendet. Die Embryonen wurden nachfolgend mit PBT gewaschen (1
x kurz und 2 x 5 Min) und durch Inkubation in PBS mit 4 % Formaldehyd für 20 Min fixiert.
Nach Waschen in PBT (5 x 5 Min) wurden die Embryonen jeweils 10 Min mit PBT-Hybridi-
sierungs-Lösung (1:1) und mit Hybridisierungs-Lösung [50 % Formamid, 5x!SSC [750 mM
NaCl, 75 mM Natriumcitrat (pH 7.0)], 50 µg/ml Heparin (Sigma), 100!µg/ml sonifizierte und
hitzedenaturierte Fisch-DNA (Boehringer), 0.1 % Tween 20] gewaschen. Nachfolgend
wurden die Embryonen für 1 h im 45 °C Wasserbad in Hybridisierungs-Lösung
prähybridisiert. Während dieses Zeitraums wurde die DIG-markierte cDNA (siehe 4.4.1) wie
folgt für die Hybridisierung vorbereitet: 5 µl DIG-markierte cDNA wurden in 35!µl
Hybridisierungs-Lösung für 20 Min im 100 °C Wasserbad hitzedenaturiert. Dieses DNA-
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Gemisch wurde direkt auf die prähybridisierten Embryonen gegeben. Nach Inkubation bei
45!°C üN wurden die Embryonen jeweils 20 Min mit Hybridisierungs-Lösung, PBT-
Hybridisierungs-Lösung (1:1) und PBT (5 x 15 Min) gewaschen. Anschließend wurden die
Embryonen mit einem Konjugat aus anti-Digoxigenin-Antikörper und alkalischer
Phosphatase in PBT (1:2000, 1,5 h) inkubiert. Dieses Antikörper/Enzym-Konjugat wurde
zuvor gegen 0-12 h alte fixierte Embryonen präabsorbiert (1 h, RT). Nach Waschen mit PBT
(4 x 15 Min) und mit Färbepuffer [100 mM NaCl, 50 mM MgCl2, 100!mM Tris (pH 9.5),
1!mM Levamisol-Hydrochlorid (Sigma), 0,1 % Tween 20] für 3 x 10 Min wurden die
Embryonen mit Färbepuffer in Glasschälchen überführt und die Färbereaktion durch Zugabe
von NBT (330 µg/ml; Boehringer) und X-Phosphat (700 µg/ml; Boehringer) gestartet. Die
Färbereaktion erfolgte bei RT im Dunkeln innerhalb von einigen Minuten bis zu mehreren
Stunden. Die Reaktion wurde durch Zugabe von PBT abgestoppt. Nach Waschen der
Embryonen mit 70 % EtOH (5 Min) und 100 % EtOH (2 x 5 Min) wurden die Embryonen
mit 100 - 200 µl 80 % Glycerin-PBS-Lösung auf Objektträger überführt. Die gefärbten
Embryonen wurden mit Hilfe eines Zeiss-Mikroskops (Axiophot) unter Anwendung von
Nomarski-Optik zur Dokumentation photographiert (Kodak Ektachrom 64T) und die
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TAFII250 („TBP associated factor 250“) ist die größte und funktional vielfältigste Unter-
einheit des generellen Transkriptionsfaktors TFIID. Indem TAFII250 sowohl mit TBP, als
auch mit nahezu allen TAFII-Untereinheiten interagiert, nimmt es eine zentrale Stellung inner-
halb des TFIID-Komplexes ein. Zudem ist TAFII250 an der Erkennung der Initiator-
Promotorsequenz beteiligt, kontaktiert Enhancer-gebundene Trankriptionsaktivatoren sowie
verschiedene Komponenten der generellen Transkriptionsmaschinerie (GTM) und nimmt so
eine zentrale Funktion bei der Core-Promotorerkennung und als Koaktivator ein.
Insbesondere ist TAFII250 an der Aktivierung der Transkription von Zielgenen beteiligt,
deren Genprodukte in essentielle biologische Prozesse, wie der Zellzyklusregulation und dem
Zellwachstum, involviert sind. Ferner wurde gezeigt, daß TAFII250 über verschiedene enzy-
matische Aktivitäten verfügt und neben einzelnen Komponenten der GTM auch Histone
modifiziert.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß TAFII250 das Histon H2B phos-
phoryliert. Dies läßt die Hypothese zu, daß die TAFII250-vermittelte Phosphorylierung von
H2B an der Transkriptionsaktivierung beteiligt ist. Weitere Ziele der vorliegenden Arbeit
waren, die H2B-spezifische Kinase-Aktivität funktional zu charakterisieren und Hinweise für
ihre Beteiligung an der Transkriptionsaktivierung zu erhalten. Unter Verwendung
verschiedener Histon H2B-Peptidmutanten konnte gezeigt werden, daß TAFII250 Serin 33 in
H2B phosphoryliert. Dieses Ergebnis konnte mit Hilfe eines in dieser Arbeit generierten a-
H2B-Phosphoserin-33-spezifischen Antikörpers bestätigt werden. Ferner konnten die Kinase-
aktiven Domänen des TAFII250-Proteins auf zwei distinkte Bereiche eingegrenzt werden:
eine NH2-terminale Kinase (NTK) und eine COOH-terminale Kinase (CTK). Beide Domänen
sind sowohl auto- als auch transkatalytisch aktiv, wobei die Histonphosphorylierung von der
CTK katalysiert wird. Des weiteren wurde gezeigt, daß etwa 600 der COOH-terminalen
Aminosäuren der CTK für die Histonphosphorylierung essentiell sind.
 Durch computergestützte Analysen der TAFII250-Aminosäuresequenz konnten kata-
lytisch aktive und insgesamt drei potentielle ATP-bindende Sequenzmotive innerhalb der
NTK und CTK-Domänen identifiziert werden. Anhand dieser Ergebnisse sollte es möglich
sein Kinase-inaktive Formen des TAFII250-Proteins herzustellen.
Um einen Hinweis darauf zu erhalten, ob die CTK in vivo in den Prozeß der
Transkriptions-aktivierung involviert ist, wurde mittels in situ-Hybridisierung die snail (sna)-
Transkription in Ganzpräparaten von Drosophila Embryonen untersucht, die eine homozygot
letale CTK-Deletionsmutante des TAFII250-Proteins enthalten. Die sna-Expression ist in den
Embryonen deutlich reduziert, woraus abgeleitet werden kann, daß die CTK an der TAFII250-
abhängigen Transkriptionsaktivierung beteiligt ist.
Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen somit einen Ausgangspunkt dar, die molekularen
Mechanismen der TAFII250-abhängigen Transkriptionsaktivierung am Chromatin in vitro und
in vivo zu entschlüsseln.
